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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

SSR MARKORLERI KULLANARAK TURKIYE’NIN FARKLI
YERLERINDEN TOPLANAN YONCA (Medicago sativa L) POPULASYONLARI
ARASINDAKI GENETIK CESITLILIGININ BELIRLENMESI

Biisra Nur AKGUL

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. smail BEZIRGANOGLU

Medicago sativa, Baklagiller (Fabaceae) ailesine mensup ¢ok yillik, besin degeri yiiksek yem
bitkisidir. Yonca baklagil bitkileri igerisinde uzun omiirlii olmasi ve farkli ¢evresel kosullara kars
dayanikli olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen tiirlerden biridir. Bu ¢aligmada yonca yetistiriciliginde
biiyiik paya sahip olan Tiirkiye nin farkli bolgelerinden toplanan yonca populasyonlarinin genetik
cesitliligin SSR markorlar1 kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir. Boylece iilkemiz agisindan
ekonomik 6nemi olan, bolgeye uygun yonca cesitleri gelistirmeye yonelik 1slah programlarina katkida
bulunmak hedeflenmigstir. Tez ¢alismamizda, Tiirkiye’nin farkli bdlgelerinden toplanmig olan 72
yonca populasyonu kullanilmis ve basit dizi tekrarlart (SSR) kullanilarak populasyonlar arasindaki
genetik uzaklik belirlenmistir. Farkli bolgelerden alman tohumlar MS ortamima ekimi yapilip,
fidelerden alinan geng yaprak orneklerinden CTAB metoduna gére DNA izolasyonu yapilmis ve
secilmis SSR primerleri ile yapilmis PCR islemleri sonucunda olusan bantlarda populasyonlarin
genetik cesitlilik analizleri gergeklestirilmistir. Analizlerden elde edilen sonuglar Tiirkiye’de
yetistirilen yerel yonca popiilasyonlarinin yerel kiiltiivarlar ve ticariler seklinde 2 ana gruba ayrildigini
gostermigtir. Elde edilen sonuglar STRUCTURE, PCA ve filogenetik analizlerle dogrulanmustir.
Cesitlilik analizleri neticesinde bu popiilasyonlarda 0.28’lik heterozigotluk orani elde edilmistir.
Ayrica, bu ¢alismada kullanilan SSR markérlerinin ilgili genotipler i¢in bilgi verici oldugu sonucuna
da varilmistir. Calisma sonucunda Tiirkiye’nin farkli yerlerine ait yonca populasyonlarmin sahip
oldugu genetik cesitlilik SSR markorleri ile ortaya konulmustur.

2022, 51 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Yonca, Genetik Cesitlilik, SSR, CTAB, bitki 1slahi



ABSTRACT

MS. Thesis

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY AMONG CLOVER
POPULATIONS (Medicago Sativa L.) COLLECTED FROM DIFFERENT
PARTS OF TURKEY USING SSR MARKORS

Biisra Nur AKGUL

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ismail BEZIRGANOGLU

Medicago sativa is a perennial forage plant with high nutritional value belonging to the
Legumes (Fabaceae) family. Alfalfa is one of the most preferred species among leguminous plants
due to its longevity and resistance to different environmental conditions.In this study, it was aimed to
determine the genetic diversity of alfalfa populations collected from different regions of Turkey, which
has a large share in alfalfa cultivation, by using SSR markors.Thus, it is aimed to contribute to breeding
programs for developing alfalfa varieties suitable for the region, which are economically important for
our country.In our thesis study, 72 alfalfa populations collected from different regions of Turkey were
used and genetic distance between populations was determined by using simple sequence repeats
(SSR).Seeds taken from different regions were planted in MS medium, DNA isolation was made from
young leaf samples taken from seedlings according to the CTAB method, and genetic diversity
analyzes of populations were performed in the bands formed as a result of PCR processes with selected
SSR primers. The results obtained from the analyzes showed that the local alfalfa populations grown
in Turkey are divided into 2 main groups as local cultivars and commercial ones. The results obtained
were confirmed by STRUCTURE, PCA and phylogenetic analysis. As a result of diversity analysis, a
heterozygosity rate of 0.28 was obtained in these populations. In addition, it was concluded that the
SSR markérs used in this study were informative for the relevant genotypes. As a result of the study,
the genetic diversity of alfalfa populations belonging to different parts of Turkey was revealed by SSR
markors.

2022, 51 Page
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Kisaltmalar Aciklama

AFLP Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
CTAB Hekzadesil trimetil amonyum bromiir
ddH,O Ultra saf ve steril su

dH>0O Distile su

EDTA Etilendiamin Tetraasetik Asit

EtBr Etidyum Bromiir

ISSR Basit Tekrarli Diziler Aras1 Polimorfizm
NacCl Sodyum Kloriir

NaClO Sodyum Hipoklorit
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Yonca (Medicago sativa L.) ve Tarim

Medicago sativa, uzun ve zengin bir gecmise sahip, kiiltiire alinmig ilk yem
bitkilerindendir. Calismalar bu bitkinin Tirkiye cografyasi kokenli oldugunu ifade
etmektedir (Putnam et al. 2001). Yonca baklagiller (Fabaceae) ailesine mensup ¢ok yillik
bir yem bitkisidir. Yesil yem veya kuru ot olarak kullanim amacinin yani sira mera
ortaminda hayvanlarin otlatilmasinda da kullanilmaktadir. Yonca esas olarak biiyiikbas
hayvan yemidir. 1990-2021 yillar1 arasinda yonca yem bitkisinin ekilen alan ve {iretim
degisimi Cizelge 1.1 de verilmis olup bu veriler 1s18inda kuru ot olarak kullaniminin
onemi agikca goriilmektedir (TUIK 2021). Buna ilaveten belirli dénemde iiretimi yapilan
yoncanin kanatlilar i¢in 6nemli protein kaynagi oldugu bildirilmistir (Soya et al. 2004).
Yonca 350 cins ve 10.000 kadar tiire sahip baklagiller familyasina ait bir tiirdiir. Ozellikle
diinya {izerinde genis alanlarda yetistirilmektedir. Tohum amagh yetistirildiginde ekim
kosullart degismektedir. Bu kosullar sulanabilir oldugunda 40 cm, kurak kosullarda 60-
90 cm siralarda ekimi yapilmali ve dekar basina 1-1,5 kg tohumluk kullanilmaktadir
(Manga et al. 2003). Yonca hem biyotik hemde abiyotik olarak iki kisma ayrilan stres
faktorlerine karsi dayanikhidir. Yiiksek verim kapasitesine sahip oldugundan
stirdiiriilebilir tarim i¢in en énemli yem bitkisi olarak diigiiniilmektedir (Altintag 2017).
Yoncanin tohum verimi cografi bdlgelere gore degiskenlik gostermektedir. Kirag
kosullarda dekar bagina verim 10-30 kg arasinda iken sulu kosullarda 30-100 kg arasinda
degismektedir (Manga et al. 2003). Yoncanin tohum veriminin Dogu Anadolu
Bolgesi’nde 20-50 kg/da arasinda degistigi bildirilmektedir (Ag¢ikgéz 2001). Ayrica
yonca Dogu Anadolu Bodlgesi’'nde yem bitkisi ekim alanlarmin % 57,5’sini
olusturmaktadir. Bu oran 6.564.217 dekara karsilik gelmektedir. Yonca ekimi Akdeniz
ikliminin hakim oldugu bdlgelerde genellikle sonbaharda, diger iklim kosullarinda ise
ilkbaharda yapilmalidir. Ancak toprak sicakligi,nem gibi faktorler de tohum ¢ikisinda
etkili olmaktadir (Tiknazoglu 2009).

Yonca bitkisi Diinya genelinde farkli cografik kosullar altinda genis adaptasyon
kabiliyetine sahiptir (Demiroglu Topgu 2015).



1. GIRIS

Yukarida siralanan Ozelliklerinin yanisira yliksek verim, toprak erozyonunu
Oonleme, azot yoluyla topragin iyilestirilmesi gibi 0Ozelliklerinin olusu yoncanin
stirdiiriilebilir tarim sisteminin ana bileseni olarak goriilmesine neden olmaktadir

(Huggins et al. 2001).

Yonca toprak verimini artirdig1 i¢in bir¢ok kaynakta “Yem bitkilerinin kralicesi”

olarak adlandirilmaktadir (El¢i 2005).

Verimi etkileyen faktorler icerisinde yem bitkilerinin ana sap uzunlugu ve sap
kalinlig1 6nemlidir. Yoncanin erken donemlerinde ana sap ince ve yumusak olmakta, bitki

gelisimine bagli olarak bu durum degismektedir (Erol 2021)

Yoncada verimi etkileyen bir diger husus dormansidir. Dormansi gelismenin
durduruldugu dogal bir durumdur ve tiim yasam formlarinda meydana gelebilmektedir
(Willis et al. 2014).Yonca bitkisinde bu durum kis doneminde gelisimini yavaslatilarak
diger mevsimde daha iyi bir dayanim gdstermesi durumudur. Bu davranist gosteren
yoncalar dormant bitki olarak adlandirilir. Kis dormansisi 6zelligine bakilarak uygun

ekimi yapilacak cesit ile verim ve fayda artis1 gerceklestirilebilir (Ozkan et al. 2015).

Bitki tiirlerinin devamlilig1 i¢in verimi etkileyen bir diger faktor ise tozlagsma ve
dollenmedir. Yonca da tozlasma ve dollenme agsamalar1 yabanci ¢igek tozlari ile yapilir.
Polen toplayan yabani arilar bu agamada ¢ok etkindir ki bu durum tohum verimliligini de
artirmaktadir. Bununla birlikte dogal tozlasma kosullar1 yoncanin tozlagmasi iizerinde
cok etkili degildir. Ciinkii yonca bitkisi bal6zii agisindan zengin bitki degildir (A¢ikgdz
2001).
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Cizelge 1.1. Tiiik verilerine gore 1990-2021 yillar1 arasinda yonca yem bitkisinin tiretim

tablosu.
Yonca - Alfalfa’™
Uretim-Production
EKilen alan (Ton-Tonnes)

Area sown Yesgil ot Kuru ot

YILLAR (Dekar-Decare) Green Hay '
1990 15974 350 1 848 825 11058159
1991 1725 250 1673103 1082 277
1992 1955 430 1 658 646 1 226 501
1993 2081 480 1581610 1202 228
1994 1943 10 1570 439 1252772
1995 2140 100 1803 190 1 35959 341
1996 2200 510 1935 087 1 444 465
1997 2175 000 1905 800 1 3564 200
1998 2 300 000 1 750 000 1 S50 000
1999 2 455 060 1 584 670 1 641 000
2000 2 508 000 1 207 000 1 540 000
2001 2450 000 1 &30 000 1 583 000
2002 2600 000 1900 000 1 700 000
2003 2500 000 2100 000 1 200 000
2004 3 200 000 2300 000 2 000 000
2005 3 750 000 2100 000 2400 000
2006 4 440 255 1814 950 2820 225
2007 5 343 965 1 697 645 3513945
2008 55857 215 1 843 961 3 907 403
2009 5 692 958 1 747 676 4 037 132
2010 5633 107 11 676 115 -
2011 5 535 525 12 076 159 -
2012 6741832 11 536 328 -
2013 G285 419 12616173 -
2014 6923 055 13 432 563 -
2015 6620 450 13 049 953 -
2016 G501 107 15714 331 -
2017 G 5094 319 17 561 190 -
2018 6351 052 17 544 045 -
2019 6412128 17 049 264 -
2020 G623 887 19 250 519 -
2021 6730 474 19 310 959 -

1.2. Yonca (Medicago sativa L.) Bilimsel Siniflandirilmasi

Bitkiler de siniflandirma Alem, bolim, sinif, takim, familya, cins ve tlir olmak
tizere 7 sekilde yapilmaktadir. Tarla bitkileri, bitkiler aleminde *’spermatophyta’’ olarak
bilinen boliime aittir. Bu terim tohumla ¢ogalan bitkiler olarak adlandirilmaktadir. Yonca
bitkisi de bu boliim i¢indeki angiospermae yani “’kapali tohumlular’” alt boliimiine aittir.
Kapali tohumlular iki sinifa ayrilmaktadir. Bunlar magnoliopsida ve liliopsidadir.
Bugdaygiller, tohumlarinda tek kotiledon bulundururken, Baklagiller tohumlarinda iki
kotiledon bulunur. Bu sekilde bir¢ok takim, alt familya, cins ve tiir seklinde gruplara

ayrilmaktadirlar. Cizelge 1.2 de Medicago sativa L. nin sistematik yeri verilmistir
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Cizelge 1.2. Yoncanin bilimsel siniflandirilma basamaklari (Schoch CL et al. 2020)

Alem: Bitkiler alemi (Plantae)
Boliim: Kapali Tohumlular (Magnoliophyta)
Smif: iki Cenekliler (Magnoliopsida)
Takim: Fabales
Familya: Fabaceae (Baklagiller)
Alt Familya: Faboideae
Cins: Medicago

Tiir: Medicago sativa L.

Cizelge 1. 3’de Cesitli liyeler arasinda Medicago sativa L. tiirlinlin taksonomik
iliskisi gosterilmistir. Alt birimleri diploid ve tetraploidtir. Uyeler arasinda diploit tiirleri;
M.sativa glomerata, M.sativa falcata, M.sativa caerulea ve M.sativa falcata, M.sativa
caerulea ‘nin melezlenmesi sonucu olusan M.sativa hemicycla’dir. Kompleksin tetraploit
tiirleri ise M.sativa alt tiir sativa L., M.sativa alt tiir falcata ve M.sativa alt tiir xvaria 'dir

(Sakiroglu and ilhan 2021).

Cizelge 1.3. Cesitli iiyeler arasinda Medicago sativa L. cinsinin taksonomik iliskisi
(Sakiroglu and Ilhan 2021).

M. glomerata

M. sativa subsp. falcata M. sativa subsp. caeruled

Lo

M. sativa subsp. x hemicycla

%, M. sativa subsp. x tunentana

M. sativa subsp. falcata M. sativa subsp. sativa w1, sativa subsp. glutinosa
M. sativa subsp. X varia M. sativa subsp. x polychroa
| Evolutionary pathway l Hybridization events
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1.3. Yonca (Medicago sativa L.) Ekolojisi

1.3.1. iklim kosullar:

Yonca karasal iklim kusagindan 1liman iklim kusagina kadar hemen hemen tiim
iklim kosullarinda yetisebilmektedir.Derin kok sistemine sahip oldugundan dis etmenlere
kars1  dayaniklidir.Ancak  yoncanin  soguga  dayaniklilign  ¢esitlere  gore
degismektedir.Yonca i¢in en uygun yetisme ortami, yazlari sicak ve kurak olan,toprak

neminin yeterince bulundugu ortam kosullaridir (Orak ve Gokkaya 2014).

1.3.2. Toprak kosullar:

Yonca i¢in toprak kosullari iklim kosullar1 gibi 6zel sartlar gerektirmemekle
beraber bitki yetistiriciligi i¢in uygun, ince biinyeli, az kumlu ayn1 zamanda yeteri
miktarda kirec igeren topraklarda daha iyi gelisim gostermektedir. Ozellikle derin, asiri
tuzlu ve asidik olmayan topraklarda yetistiriciligi yapilir. Yonca tarimi i¢in pH s1 6,5’tan
az olmayan topraklar tercih edilmektedir. Yapilan bir arastirmada yoncada kuru ot
veriminin PH oranina gore degistigi 6zellikle pH = 7,5 olan ortamin pH degeri 5,3 olan

ortama gore verimi 2,5 kat arttirdigi rapor edilmistir (Orak ve Gokkaya 2014).

1.3.3. Su kosullan

Yonca derin kok sistemine sahip olmasi nedeniyle kurakliga dayanikliligi
yiiksektir fakat su miktarinin fazla oldugu sartlarda da verimi artan bir bitkidir. Yagisin
yillik 350-450 mm oldugu kosullarda yilda birden fazla bi¢im olacak sekilde, yagisin
2500 mm oldugu ortam kosullarda ise sulama gergeklestirilmeden yetistirilebilecegi
bildirilmistir (Gokalp vd 2017; Tan 2018; Keskin vd 2020). Yoncanin 1 kg kuru ot elde
edebilmek icin ortalama 800 kg su kullanilmasi gerektigi belirtilmistir. Bu nedenle
yoncanin vejetasyon doneminde yagisin az oldugu bolgelerde 6zellikle sulama yapilmasi

gerekmektedir (Genckan vd 1992).
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1.3.4. Sicakhik kosullari

Yonca secici olmayan bir bitkidir ve hemen hemen her ¢esit toprakta yetismekte
ve farkli ortam sartlarma kolaylikla adapte olabilmektedir. Iklim kosullar1 acisindan
birbirinden oldukga farkli olan Erzurum ve Adana gibi illerimizde yetistiriciligi miimkiin
olabilmektedir. Bununla birlikte sicakligin asir1 diisiik ya da yliksek oldugu durumlarda
verim etkilenmektedir. Yazlarin sicak ve kurak oldugu, toprak nemi uygun ve topragin
sulanabilir oldugu sartlarda ise yetismektedir (Orak ve Gokkaya 2014). Yoncanin
yetistigi en ideal sicaklik 25-26 °C arasindadir (Gokalp vd 2017).

1.4. Yonca (Medicago sativa L.) Besin Degeri ve Faydalar:

Medicago Sativa L. ¢ok uzun yillardan beri iistiin 6zellikleri, kolay adaptasyon
kosullar1 ve besin degeri ile hem diinyada hem de tilkemizde yaygin olarak tarimi yapilan
baklagil yem bitkilerinden biridir (Kaya 2018). Yem bitkileri 6zellikle hayvanlarin
giinliik ihtiya¢ duyduklar1 proteinin karsilanmasinda 6nemli yer tutar. Diinya niifusundaki
artisa paralel olarak insan ve hayvan beslenmesinde baklagillerin 6nemi de artmaktadir

(Kagar vd 2005).

Yoncanin ham protein igerigi belirli donemlerinde farklilik gostermektedir.
Bitkinin gen¢ doneminden olgunlagmanin ileri dénemlerine kadar yonca'nin %9,9 ile

%23,3 oraninda ham protein icerigine sahip oldugu bildirilmistir (A¢ikgdz 1995).

Ham protein igeriginin yiiksek olusu, kaliteli yem kullanilmasi hayvanlarda
verimin iyilesmesine katki saglar. Ayni1 zamanda beslenmeye bagli bir¢ok hastaligin

Onlenmesine 6nemli katki saglar (Algicek vd 1999, 2002).

Diger yem bitkileri ile kiyaslandiginda ninyoncanin besin degeri oldukca ytiksek
oldugu gozlenmistir. Yonca vitamin icerigi bakimimdan da zengin olup A vitamini, D
vitamini, E vitamini, K vitamini, C vitamini, B1 vitamini, B2 vitamini, B3 vitamini, B5
vitamini, B7 vitamini ve B9 vitaminleri gibi en az 10 farkli vitamin ¢esidi icerdigi

bilinmektedir. Ayrica karoten (provitamin A), tokoferol (E vitamini), K vitamini,
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ksantofil (Xanthophyll) bakimindan zengindir. (Bauchan and Greene 2002; Soya et al.
2004).

1.5. Yonca (Medicago Sativa L.) Yerel Cesitleri

Ulkemizde yonca tarimi yapilirken genellikle yerel populasyonlar
kullanilmaktadir. Tarim1 yapilan yonca varyeteleri adi yonca, melez yonca ve peru olmak

tizere 3 grupta incelenmektedir (Acikgdz 1995).

Yonca iizerine devlet kuruluslarinca gelistirilen ilk 2 c¢esit 1964 yilinda
gelistirilmis ve tiretim izni alinmistir. Bunlar Sazova-Kir yoncasi (L-1576) ve Kayseri
yoncast olarak bilinmektedir. ‘Bilensoy-80° ¢esidi ise Ankara Cayir Mera ve Zootekni
Arastirma Enstitiisii tarafindan {iretim izni aliman ‘ve 1984 yilinda tescil edilmis yonca
cesididir. Yine 1983 yilinda ‘El¢i yoncasi’ ve ‘Yesim’ olarak adlandirilan 2 yonca
cesidine iiretim izni verilmistir. Bunlarin yanisira, 6zel sektor tarafindan gelistirilen
‘Siinter’ ¢esidi mevcuttur. Bu ¢esidin tescili 1984 yilinda yapilmis olup bu ¢esitlere ilave

‘Baron’ ve ‘Granada’ cesitlerine de iiretim izni verilmistir (Urem 1985).

1.6. Yonca (Medicago Sativa L.) Genetigi ve Molekiiler Calismalar

Baklagiller icerisinde Medicago cinsi énemli yer tutmaktadir (ilhan 2016). Hem
yem bitkisi olarak kullanilip hem yaygin ekim alanina sahiptir. M. sativa L. ile M.
truncatula genomik agidan benzerdir. Bunlarin yani sira Medicago cinsini kiymetli kilan
bir diger unsur Medicago trucatula cinsinin model organizma olarak sekanslanip ayrica
metagenom c¢alismalarinda 6nemli kaynak olarak kullanilmasidir. Medicago trucatula
ozellikle bakterilerle olusturdugu simbiyotik yasamin molekiiler temellerinin anlagiimasi
icin model olarak kullanilmaktadir. Genel anlamda gen fonksiyonlarinin anlasilabilmesi
icin Medicago trucatula tizerine oldukga nitelikli ¢galismalar bulunmaktadir (Barker et al.

1990; Starker et al. 2006).

Bu caligmalarin basarili ve nitelikli olusunun sebepleri arasinda;
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1. Bitki genomunun kii¢iik olusu

2. Transformasyonun kolayca gerceklestirilebilmesi

3. Tekrarh dizilerin ve duplikasyonlarin az olmasi sayilabilir (Barker et al. 1990;

Nam et al. 1999; Cook 1999) .

Yonca bitkisinin Medicago sativa tiir kompleksi ya da Medicago sativa-falcata
kompleksi olarak adlandirilan taksonomik bir grup igerisinde yer aldig1 ve zamanla 1slah
caligmalar1 neticesinde diploit ve tetraploit alt birimlerden olustugu belirlenmistir. Bu alt
birimler statii olarak bu kompleks igerisinde teshis edilmeye calisilmis ve en son bunlarin
alttiir olduklar1 sonucuna varilmustir (ilhan et al. 2016). Gen kaynaklar1 agisindan énemli
olan bu kompleks iiyelerinin sistematik birimlerinin agiklanmasi, karakterizasyonu,
genetik kaynaklarin depolanmasi ve korunmasi agisindan 6nemlidir (Bauchan et al.
2002). Kompleksin alttiirleri ploidi evrimi arastirmalarinda model organizma olarak
Onerilmis olup calismalar1 devam etmektedir (Havananda et al. 2010, 2019). Kompleks
icindeki sistematik ayrigmada birimlerin morfolojik 6zelliklerine de bakilir. Bu amagla 2
temel karaktere odaklanilmistir. Bunlar ¢icek rengi ve meyve seklidir. Kompleksin
morfolojik karakterleri sadece birka¢ gen ile kontrol edildigi i¢in siniflandirmanin

gecerliliginde molekiiler metodlar ve markerlar kullanilmistir (ilhan et al. 2016).

Kompleksin diploit tiirleri; M.sativa glomerata, M.sativa falcata, M.sativa
caerulea ve M.sativa falcata, M.sativa caerulea‘nin melezlenmesi sonucu olusan
M.sativa hemicycla’dir. Kompleksin tetraploit tlirleri ise M.sativa alt tir sativa L.,
M.sativa alt tiir falcata ve M.sativa alt tiir xvaria’dir. M.sativa alt tiir sativa L., M.sativa

alt tiir falcata’nin melezlenmesi sonucu M.sativa alt tiir xaria olugsmaktadir.

M.sativa falcata ‘dan, M.sativa alt tiir falcata ‘ya ve M. sativa caerulea ‘dan

M.sativa alt tiir sativa L.’ye gen akisinin oldugu agiklanmaktadir (ilhan 2016).

Bitki morfolojisinde tohum sekli ve biiyiiliigii, ¢cigek rengi ve polen yapist gibi

karakterlere bakilirken Medicago sativa Tiir kompleksi i¢in ¢icek rengi, ploidi diizeyi ve



1. GIRIS

tohum sekli olmak tizere 3 karaktere odaklanilir. Yonca iiyelerinde sari, ebruli, mor
menekse olmak iizere 3 ayr c¢icek rengi goriiliir. Meyve seklinde ise orak ve kivriml

olmak tizere 2 morfolojik karaktere dikkat edilir (Quirus and Bauchan 1988).

Morfolojik ¢caligmalar, tiim genomun temsilinde ve farkli alt tiirleri ayirmada ¢igek
rengi ve meyve kivrim sayisinin birkag gen ile kontrol edildigi i¢in yeterli olmadigini
gostermistir. Bunun yani sira birimler aras1 yogun melezlesmeler morfolojik 6zelliklerin
kullanisli olusunu olumsuz etkilemektedir (Barnes 1972; Small and Brookes 1984;
Sakiroglu 2010, 2012). Bu nedenle DNA belirteclerine ihtiyag duyulmaktadir.
M.sativa 'nin alt tilirlerini ayirmak icin kimyasal elementlerin miktar analizi yapilmistir.
Ancak element diizeyinde farklilasma tespit edilse bile morfolojik 6zellikler kadar
giivenilir oldugu diistiniilmemistir (Small and Brookes 1984, Small 2011). Hem icerdigi
bilgi hem de ploidi diizeyi tespit agisindan DNA belirtegleri kompleksin sistematiginde
rutin hale gelmistir. Sistematik konumlandirmanin tespitinde ise belirli dizi ¢aligmalari

yapilmistir. Molekiiler markér teknolojileri bu noktada énem arz etmistir (Ilhan 2016).

Cizelge 1.4. Komplekse ait birimlerin morfolojik dzellikleri (Sakiroglu and Ilhan 2021)

M. sativa subsp. caerulea Diploid Purple Coiled
M. sativa subsp. falcata Diploid, tetraploid Yellow Faleate
M. sativa subsp. X hemicycla Diploid Variegated Semi-coiled
M. sativa subsp. glutinosa Diploid Yellow Coiled
M. sativa subsp. sativa Tetraploid Purple Coiled
M. sativa subsp. X varia Tetraploid Variegated Semi-coiled
M. sativa subsp. glomerata Tetraploid Yellow Coiled

1.7. Molekiiler Markorler

Genomda herhangi bir gen veya gen bolgesi ile iliskili DNA parcasina molekiiler
markor (DNA markorlart) adi verilir. DNA markdrlerinin 6zelliklerine bakildiginda;
stabildirler, tiim dokularda ortaya ¢ikabilirler, ko-dominant ya da dominant 6zellikte
olabilirler, kalitim1 basit ilkelere sahiptir ve ¢evre kosullardan etkilenmezler (Williams et

al. 1990).
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Molekiiler markdrlar genetik cesitliligin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir
(Staub etal. 1996). Bu yontem temelde DNA molekiiliinde meydana gelen polimorfizmin
tespit edilmesi esasina dayanir. Bu polimorfik bdlgeler kaliteli genotip iiretebilme
yetenegine sahip olmalarinin yani sira genomda fazla miktarda bulunurlar ve maliyet
gereksinimleri diisiiktiir (Semang et al. 2006). Molekiiler markorlar, bitki 1slah
calismalarinda kullanilabilecek en iyi araglardan biridir. Ciinkii biyokimyasal ve
morfolojik markorlara gore daha giivenilirdir. Ayrica lokuslar arasi interaksiyon

olusturmayip, bitki gelisim evrelerinde kolayca gdzlemlenebilirler (Ovesna et al. 2002).

Molekiiler markdrler, genetik ¢esitlilik analizlerinin yan1 sira Markor destekli
seleksiyon (MAS) ile 1slah ¢alismalarinda, genetik haritalamada, QTL (Quantitative Trait
Loci) analizlerinde, genetik akrabaliklarin belirlenmesinde ve gen kaynaklarinin
karakterize edilmesinde siklikla kullanilirlar (Yorgancilar vd 2015). Molekiiler markorler
polimorfik davranmig gostermeli, farkli genotipleri ayirt edebilmeli, biitiin dokularda
gozlemlenebilmeli, kodominant kalitim gostermeli, genomda fazla miktarda bulunmali
ve dlizgiin dagilim gostermeli, segici davranis gostermeli, uygulama maliyeti diistik
olmali, otomasyona uygun olmali, kolay ve hizli degerlendirilmeli, ayni1 genetik materyal

tizerinde yapilan bir markdr analizinde sonuglar ayni olup giivenilir olmalidir.

Molekiiler markorlar kullanim  yontemleri agisindan  Polimeraz  Zincir
Reaksiyonuna (PCR) Dayali markorlar (SSR, RAPD, AFLP, ISSR) ve Hibridizasyona
Dayal1 (RFLP) olarak 2 gruba ayrilir. Bu markorlerden RFLP teknigi radyoaktif madde
kullanilmasi, zaman alici olup pahali olmast ve ¢ok miktarda DNA ya ihtiyag

duymasindan dolayi tercih edilmemektedir (Grover et al. 2015).

Son yillarda DNA Dizi teknolojisinde kullanilan molekiiler markoérler arasinda
SSR ve SNP giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir. Bu tekniklerin tercih edilme nedenleri
arasinda, diisiik mutasyon diizeyine ve yiiksek polimorfizme sahip olmasi ve genomda

cok miktarda bulunmasi gosterilebilir (Duran et al. 2009).

Basit dizi tekrarlar1 olarak da bilinen SSR’lar, DNA dizilerinde 1 ile 6 bg
arasindaki tekrarlardir. Cogaltilmak istenen bdlgenin bilgisi mevcutsa o bolgelere uygun

primerler tasarlanarak (primerlerin uzunlugu genelde 20-25 bg¢ uzunlugunda olmalidir.)

10
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PCR ile ¢cogaltim1 yapilip, agaroz jel ektroforezi ile goriintiilenebilmektedir (Matsuoka et
al. 2002; Ilhan et al. 2016).

SSR markérlerinin avantajlar1 arasinda yliksek oranda polimorfik olmalar1 (bu
durum bitkilerde oldukg¢a fazla bilgi elde etmeyi saglar) kodominant markor vermesi ve

PCR kolayligina sahip olmasi gosterilebilir (Roder et al. 1995).

11
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Glinlimiize kadar genetik cesitlilik {izerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bu
caligmalar da daha c¢ok ¢esitliligi belirlemeye yonelik markor sistemli ¢alismalar ve bitki

1slah caligmalar1 tizerine odaklanilmistir.

Parfitt et al. (1997) kloroplasttan izole ettikleri DNA’y1 kullanarak 10 Pistacia
tiri arasinda filogenetik smiflandirma yapmislardir. Calismada RFLP teknigini
kullanmiglardir. Calisma sonuglarina gore, P. mexicana ile P. texana ve Pistacia vera ile
P. khinjuk tirleri arasinda farklilik bulunmadigini belirterek ayni tiir olabilecegini

aciklamisglardir.

Hurtado et al. (2002) kayisida, Goldrich x Valenciano ¢aprazi ile elde edilmis 81
bitki iizerinde, SSR, AFLP, RAPD ve RFLP markorleriyle genetik haritalama ¢alismasi
yapmislardir.

Ahmad et al. (2005) tarafindan kerman fistik ¢esidinin DNA’sinin kullanildigi bir
diger calismada, antep fistiginda SSR primeri gelistirmek amaciyla genomik kiitiiphane
olusturmuslardir. Calismada CTT, CA, CT tekrarlarin1 kullanarak hazir klonlar elde

etmislerdir.

Li et al. (2008) seftalide (Prunus persica L.) SSR yontemiyle ¢alismislar yontem
sonuclarina gore 51 seftali ¢esitinin evrimsel gelisimi ve seftalide filogenetik iliskiyi

incelemislerdir.

Touil et al. (2008) farkli yonca populasyonlar1 arasindaki genetik cesitliligi SSR
markérlar kullanarak arastirmistir. Calismada kullanilan hatlar Italya, Avusturya, Fas,
Tunus ve Fransanin farkli bolgelerinden temin edilmistir. Sonu¢ olarak SSR markdr

yonteminin genetik ¢esitliligi belirlemede giivenilir bir yontem oldugu bildirilmistir.

Mamadov et al. (2012) piringte, genetik analiz ve markor destekli 1slaha yonelik

yaptiklar1 calismada DNA belirteci olarak SNP’lerin uygulanabilirligini degerlendirmek

12
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icin Piz ve Piz-t piring direng genleri i¢eren genomik bolgedeki sekans polimorfizminin
analiz edilmesi ve PCR-bazli SNP markorleri gelistirilmesini amaglamigtir. Arastirmada,
SNP'lerin Piz ve Piz-t'de (her 248 bp'de bir SNP ortalamasi) fazla oldugu kesfedilmistir.
Yogun SNP dagilimi, bu genlerin yakininda bulunan SNP markorlerinin gelistirilmesine
yardimci olmustur. Piring genomigindeki gelismeler, birkag genin ve QTL'yi kontrol eden
agronomik acgidan 6nemli 6zelliklerin haritalanmasina ve klonlanmasina, MAS i¢in SNP

markdrlerinin rutin kullanimina ve markor destekli 1slaha (MAB) izin vermistir.

Lateef et al. (2015) tek bir niikleotid baz olarak molekiiler markorlarin en basit ve
en uygun formu olan SNP ler {izerine yaptiklari ¢aligma da SNP lerin hayvanlarda ve
bitkilerde siklikla goriildiigiinii, hedef bir gende polimorfizmleri bulma olasiliginin,

onceki markorlere gore ¢ok biiyiik bir avantaj sagladigini bildirmislerdir.

Oten ve Albayrak (2016) Antalya iline bagh 13 ilgeden toplanan toplam 26 farkli
yonca genotipleri tizerine ¢alisma yapmislardir. Calismada SSR teknigi kullanilmis ve
kullanilan primerler polimorfik bant vermistir. Benzerlik kat sayilarindaki degisime gore
genotiplerden bazilar1 uzak genetik benzerlige sahipken bazi1 genotipler arasinda yakin
genetik benzerlik tespit edilmistir. Gazipasa-1 Alanya, Aksu-1, Aksu-2, Kepez-1,
Dosemealti-1, Kemer-1, Finike-1, Demre-1 ve Kas-1 populasyonlarida i1slah amach

kullanim i¢in se¢ilmistir.

Ertus vd (2016) Van ili ve ¢evre illerden temin edilen 6 tescilli gesit ile 70 adet
yonca ekotipi (toplamda 76 gesit) iizerinde popiilasyonlardaki akrabalik iliskilerini tespit
etmek icin ¢alisma yapmslardir. Calismada genetik uzaklik 6klit kat sayisi ile belirlenmis

en yiiksek genetik cesitlilik ve polimorfizmin Giirpinar hattinda oldugu bildirilmistir

Tekin vd (2017) SSR markérleri kullanilarak farkli kaynaklardan elde edilen
Tiurkiye orijjinli 384 yulaf genotipinin genetik cesitliligi incelenmistir. Calisma
sonucunda, yulaf genotipleri 40 SSR markorii ile genotiplenmis ve yerel genotiplerin gen

bankasina kazandirildig: bildirilmistir

Harun vd (2017) Pistacia tiirleri arasindaki filogenetik iligkileri belirlemek ve

SSR markorleri gelistirmek icin ¢alisma yapmislardir. Calisma sonucunda, SSR

13
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markorlerinin genetik haritalama ve QTL ¢alismalarinda giivenilir bir yontem oldugunu

bildirmislerdir

Kayak vd (2018) 83 adet cerezlik kabak (Cucurbita pepo L.) genotipinde SSR
markdrleri ile genetik ¢esitlilik analizleri gerceklestirmislerdir. Calismada SSR teknigi
kullanilmis toplamda 107 tanesi (% 87,70) polimorfik olan toplam 122 adet bant elde
edilmistir. Sonu¢ olarak SSR markor yonteminin 1slah programlarinda énemli fayda

saglayacagini bildirmislerdir.
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3.1. Bitkisel Materyaller

Calismada Dogu Anadolu Bolgesi yogunlukta olmak tizere Tiirkiyenin farkli
bolgelerinden toplanmis 72 yonca populasyonu kullanilmistir. Yonca tohumlar1 33%’liik
NaOCI kullanilarak steril edilmis ve 3 kez deiyonize su ile yikanmistir. Tohumlar MS
16/8 1sik/karanlik

(Murashige and Skoog) ortamina ekilerek %70’lik nemde,

fotoperiyoduna sahip bir iklim kabininde 4 hafta bekletilmistir. Bu ¢alismada kullanilan

yonca popiilasyonlarina ait lokasyon bilgileri asagida ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 3.1. Bu calismada kullanilan yonca populasyonlarina ait lokasyon bilgileri

1-Gozli-1
2-Van Bagkale Albayrak
3-Van Bagkale Baris
4-Van Muradiye Yumakli
5-Van Bagkale Merkez
6-Van Baskale Yolmacayir
7-Van Ercis Pay
8-Van Gevas Yemisli
9-Van Catak Agacl
10-Van Glirpinar Merkez
11-Van Ercis Karliyayla
12-Van Giirpinar Bozyigit
13-Van Gevag Abali
14-Van Gevas Kocak
15-Van Caldiran Salahane
16-Van Caldiran Duyumalan
17-Van Ercis Kozluca
18-Van Giirpinar
Degirmendiizii
19-Van Ozalp Seydibey
20-Van Catak Alacayir
21-Van Caldiran
Yukartyaniktas
22-Van Caldiran Incealan
23-Van Gilirpimnar Sakalar
24-Van Merkez Irgat
25-Van Ercis Kocapiar
26-Van Gevas Resadiye
27-Van Glirpinar
Yukarikaymaz
28-Van Glirpmar
Koyunyatagi

29-Van Merkez Degirmenarki
30-Van Catak Uzuntekne
31-Van Caldiran Kurtoglan
32-Van Caldiran
Bogulukaynak
33-Van Gevas Goriindii
34-Van Ercis Taglicay
35-Van Gevas Yuva
36-Van Ozalp Aksorgug
37-Konya-Cihanbeyli
38-Konya-Merkez
39-Konya-Eregli
40-Konya-Cumra
41-Mus-Varto
42-Mus-Sungu
43-Mus-Ucgdere
44-Mus-Varto Akgatepe
45-Usak-Camyuva
46-Bingdl-Kumgegit
47-Bingol-Kiiciiktekiren
48-Bingol-Celtiksuyu
49-Bingdl-Garip
50-Bingol-Gengmesedali
51-Bingol-Ortakoy
52-Kayseri-Merkez
53-Agn-Kalender
54-Savas
55-Side Bolgesi
56-Bitlis Hizanduyumlu
57-Bitlis-Mutki
58-Nimet
59-Hinis Yoresi

60-Alsancak
61-Bilensoy82
62-Omerbey
63-Sivas Yildizeli
64-MA-225
Cesidi
65-Tavlas
66-Bilensoy
67-Batman
68-Sazova
69-Van Gevas Tasevler
70-Plato
71-Erzurum
72-Ferruh
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3.1.1. Bitkilesel materyallerin uygun ortam kosullarinda yetistirilmesi

Bu ¢alisma; tohum sterilizasyon asamasiyla baslamistir. Sterilizasyon asamasinda
her bir hat, ¢alkalayic1 yardimiyla %33 ‘liikk sodyum hipoklorit icerisinde 185rpm’de 20
dk steril edilmistir. Tohumlar 3 kez distile sudan gegirilerek kabin igerisinde filtre

kagidina alinip Std-MS ortamina ekim yapilmistir.

Cizelge 3.2. Standart MS besiyeri i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Kimyasal Madde Miktar:
Makro Elementler 50 ml
Mikro Elementler 1000 ml
Demir Selat 10 ml
Seker 20 gr
Agar 7,5 gr

pH=5.8 olacak sekilde son hacim 1000 ml distile suya tamamlanmistir. En son
121° C ayarhi otoklavda 1.5 saat steril edilmistir. 1 litrelik besiyerlerine steril kabin

igerisinde :

C Vitamini=1000 pL

Ms Vitamin=1000 pL filtrelenip karnistirilarak petri  kaplarma dagitimi

saglanmistir.

Tohum sterilizasyon asamasinindan sonra tohum ekimi yapilmistir. Bu asamada;
1 gece kabinde bekletilerek hazirlanmis Standart-MS besi yerlerine, farkli bolgelerden
toplanan tohumlarin (72-hat) sirasiyla ekimi yapilmistir. Tohumlar, iklimlendirme

kabininde 2 hafta yaprak olusumu i¢in bekletilmistir.

(1 hat, 3 petri olacak sekilde ekim yapilmistir)
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3.2. Yontem

3.2.1. Molekiiler markorler ve genotip karakterizasyonu

3.2.2. Bitkilerden DNA izolasyonu

Yonca fidelerinin gen¢ yapraklarindan CTAB yontemi kullanilarak DNA
izolasyonu yapilmistir (Doyle and Doyle 1990). Elde edilen bu DNA’lar PCR

reaksiyonlarinda kullanilmak {izere hazir hale getirilmistir.

DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlari:

CTAB Ekstraksiyon Tamponu Icerigi

CTAB ( Hexadecylmethyl Ammonium Bromide): 2g

IM Tris (pH:8 ): 10 ml
5M NaCl: 28 ml

0,5M EDTA (pH: 8): 4 ml
PVP:1 gr

Distile su: 40 ml

(Ependorf tiipler 72 hat sirasina uygun sekilde numaralandirilmistir).

Kloroform/iso-Amil Alkol
Kloroform: 96 ml
Iso-Amil Alkol: 4 ml

Cizelge 3.3. DNA izolasyon islemi i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlar

Kimyasal Madde Miktar

CTAB Buffer 680 ul
Fenol: kloroform: izoamilalkol 680 pl
Isopropanol 600 ul
%76 EtOH 500 pl

TE 300 ul
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DNA izolasyon iglemi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi:

Yetistirilen yonca tohumlarindan alinan yapraklar ependorf tiiplerine alinarak

-20 °C'de donduruldu. Ardindan 6rnekler sivi azot igerisine alinarak ezme islemine tabii

tutuldu. Bu asama 6rnekler iyice toz haline getirilinceye kadar siirdiirtildii.

DNA izolasyonu

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Yonca yapraklarindan 0.03 gram tartilarak sivi azotta pargalanip, 2 ml

ependorf tiiplerine alinip 680 ul CTAB ilave edildi.

Ependorf tiipleri su banyosunda 65 °C de 1 saat bekletildi.

Ardindan 680 pl kloroform: izoamil alkol konulup 15 dakika inkiibe edildi.

6000-8000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilarak siipernatant kismi1 baska tiipe

alindi.

Uzerine 600 pl izopropanol eklenip santrifiij edildi.

Elde edilen pellet alinip 1 ml amonyum asetat ( %76’ lik etil alkolle
hazirlanmistir) ilave edildi. 8 dk-6000 rpm de santrifiij edildi.

Santrifiij asgamasindan sonra siipernatant kismi dokiilerek kurutmaya birakildi.

Kuruduktan sonra 300 pl TE eklenip +4 © C de / 1 gece bekletilip O.D &l¢iimii
yapildi.
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3.2.3. DNA konsantrasyonun ol¢iilmesi ve safliginin belirlenmesi

DNA'larin  saflifn  ve konsanstrasyonu Nanodrop adli spektrofotometre
kullanilarak 6l¢iildii. DNA safligin1 hesaplamak i¢in 260 ve 280 nm absorbsiyon degerleri

tespit edilip, oranlar1 hesaplanmistir. Hatlarin oranlar1 asagida belirtilmistir.

Cizelge 3.4. Hatlarin saflik orani (260/280 nm) ve konsantrasyonu (ng/pl)
1 1,737 62,17 2 1,487 1464 45 2,057 180,7 46 1,809 53,04

3 1,599 88,73 4 1,847 143 47 1,684 2134 48 1,736 62,45
5 1,351 58,14 6 1,840 40,59 49 1,742 45,10 50 1,723 483,7
7 1,535 3563 8 1,720 82,45 51 1,838 2942 52 1,855 273

9 1,733 41,96 10 1,755 113,9 53 1,658 86,96 54 1,779 48,14
11 1,716 372,7 12 1,738 38,33 55 1,659 137,9 56 1,758 64,80
13 1,736 126,3 14 1,854 98,33 57 2,028 50,10 58 2,060 349,3

15 1,590 174,3 16 64,02 59 1916 4225 60 1,685 115,3
17 91,18 18 94,51 61 1,943 2724 62 2,066 49,41
19 241,6 20 103,8 63 1,865 780,7 64 1,753 45,20
21 158,2 22 413,6 65 1,622 636,8 66 1,785 1384
23 341,9 24 214,77 67 1,922 166 68 1,720 291,7
25 85 26 454,77 69 1,980 39,02 70 1,838 86,67
27 503,8 28 57,27 71 2,028 43,33 72 2,088 90,69
29 154,3 30 125,4

31 1,564 117 32 1,720 214
33 1,932 44,71 34 1,567 196,8
35 1,535 98,73 36 1,598 74,90
37 1,550 201 38 1,863 1554
39 1,956 90,49 40 1,810 1003
41 2,019 146,7 42 1,760 92,84
43 1,644 87,84 44 1,833 492,6
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3.2.4. SSR markorlerinin secimi

Calismanin baslangicinda, 6nceki ¢calismalarda tespit edilen SSR markorlerinden

amplifikasyon yetenegi yliksek olup ayn1 zamanda kolay skorlanan 30 adet SSR markorii

denenmis olup igerisinden 16 adet SSR markorii secilmistir.

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan SSR markorler

LOKUS

Mtic 7
Mtic 14
Mtic 51
Mtic 64
Mtic 93
Mtic 210
Mtic 230
Mtic 232
Mtic 237
Mtic 238
Mtic 248
Mtic 249
Mtic 251
Mtic 452
Mtic 470
Mtic 471

FORWARD REVERSE

ACCACTTCTCCATCCATC CAAGCTTGCTGCATGAGTGCT
TCTAGAAAAAGCAATGATG TGCAACAGAAGAAGCAAAA
AGTATAGTGATGAAGTGGT ACAAAAACTCTCCCGGCTTT
CCCGTTCTTTTATGTTGTGG AACAAACACAATGGCATGGA
AGCAGGATTTGGGACAGTTG  TACCGTAGCTCCCTTTTCCA
CCAAACTGGCTGTGTTCAAA  GCGGTAAGCCTTGCTGTATG
GTAAGCGCCTGCTTGGACTGAG ATTCTGCCAAAATGCAA
AGTATAGTGATGAAGTGG ACAAAAACTCTCCCGGCTTT
CCCATATGCAACAGACCTTA  TGGTGAAGATTCTGTTGTTG
TTCTTCTTCTAGGAATTTG CCTTAGCCAAGCAAGTAAAA
TATCTCCCTTCTCCTTCTCC GGATTGTGATGAAGAAATGG
GAAGAAGAAAAAGAGATAG GGCAGGAACAGATCCTTGAA
GCGATGCTATTGAGAAAACT AAATAAACCCAAAGGACTCG
CTAGTGCCAACACAAAAACA TCACAAAAACTGCATAAAGC
GGTTCGTGTATTTGTTCGAT  CCCTTCACAGAATGATTGAT
ATCAGGTGATGATTGGTTTT CCAACCATCTTTGTTTCCTA

3.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR)

PCR islemi ‘’Sensquest cycler’” cihazi kulanilarak gergeklestirilmistir. PCR

islemlerinde kullanilan maddeler ve miktarlar1 Cizelge 3. 6 - 3. 11 ‘de verilmistir. SSR-

PCR dongii kosullar1 Cizelge 3.12 ‘de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.6. 6 ul DNA igeren PCR kosullarindaki miktarlar

PCR mix 5,8
(2 mM MgCl, 0,5 ul ANTP, Taq Polimeraz 0,3)
(1,5 I KCI, 1,5 ul (NH)2S04)

DNA (10 ng) 6
Primer 1
ddH»0 7,2

Cizelge 3.7. 4 ul DNA igeren PCR kosullarindaki miktarlar

PCR mix 6
(2 mM MgClp, 0,5 ul dNTP,Taq Polimeraz 0,5)
(1,5 pl KCIL 1,5 pl (NH4)2S04)

DNA (10 ng) 4
Primer 1
ddH»0 9

Cizelge 3.8. 3 ul DNA igeren PCR kosullarindaki miktarlar

PCR mix 5.8
(2 mM MgCl,, 0,5 ul dNTP,Taq Polimeraz 0,3)
(1,5 pl KCIL 1,5 pl (NH4)2SO4)

DNA (10 ng) 3
Primer 1
ddH»0 10,2
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Cizelge 3.9. 2 ul DNA igeren PCR kosullarindaki miktarlar

PCR mix 5,8
(2 mM MgCl, 0,5 ul dNTP,Taq Polimeraz 0,3)
(1,5 I KCI, 1,5 ul (NH)2S0x)

DNA (10 ng) 2
Primer 1
ddH»0 11,2

Cizelge 3.10. 1 pl DNA iceren PCR kosullarindaki miktarlar

PCR mix 5.8
(2 mM MgCl,, 0,5 pul NTP,Taq Polimeraz 0,3)
(1,5 ul KCI, 1,5 pl (NH4)2S04)

DNA (10 ng) 1
Primer 1
ddH»0 12,2

Cizelge 3.11. 0,5 pul DNA iceren PCR kosullarindaki miktarlar

PCR mix 7,3
(2 mM MgCl, 2 ul dNTP,Taq Polimeraz 0,3)
(1,5 wl KCI, 1,5 ul (NH)2S0s)

DNA (10 ng) 0,5
Primer 1
ddH»0 11,2
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Tiim reaksiyonlar 20ul final total hacimde gergeklestirilmistir. PCR islemlerinde
kullanilan primerlerin en uygun baglanma sicakliklar1 (Tm) ise daha once yapilan
caligmalardaki tekrarli 6n denemeler sonucunda belirlenmis olup SSR-PCR Ddngiisii

Cizelge 3.12°de gosterilmistir.

Cizelge 3.12. SSR-PCR dongiisii

Islem Sicaklik Siire
On Denatiirasyon 95°C 5dk
Denatiirasyon 94°C 1 dk
Baglanma 45-58°C 1 dk > 40 kez
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 72°C 10 dk

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezi kullanilarak ayrilmigtir. DNA
markorii olarak 100 bp biiyiikliigiine sahip markor tercih edilmistir. Agaroz jelde DNA
ornekleri kosturulduktan sonra elde edilen bantlar yorumlanmis ve bantlarin allel

boyutuna gore skorlama islemi yapilmstir.

Jel elektroforezi igin kullanilan kimyasallar Cizelge 3.13 ‘de belirtilmistir.

Cizelge 3.13. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Kimyasallar Miktar
Agaroz (%2) Segr
Tampon Cozelti 1X 250 ml
Etidyum-Bromiir 7 ul
Markor Oul
DNA Loading Dye 2 ul
PCR iiriinii 15-20 pl
Ladder 5 ul
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Agaroz jel elektroforezi sistemine hazirlik prosediirii

1) 5 gragaroz tartilip, erlene konuldu.

2) 250 ml 1X TAE agarozun iizerine eklendi.

3) Hafifce calkalanip ve tamamen eriyene kadar mikrodalga firinda kaynatildi.

4) Jel 65 °C ye kadar sogutuldu ve tizerine 7 ul Et-Br eklendi.

5) Onceden taraklari yerlestirilip hazirlanmis olan elektroforez aparatina
dokiildii.

6) Ortalama 30-40 dk kadar jelin donmasi beklendi ve taraklar dikkatlice
cikarildi. Jel tiizerinde Orneklerin yiiklenmesini saglayacak kuyucuklar
olusturuldu.

7) Elektroforez aparati igerisine jelin iizerini kapatacak sekilde tampon ¢ozelti
eklendi.

8) PCR fiiriinli ve DNA Loading Dye karistirilarak kuyucuklara dikkatlice
yiiklendi.

9) Ilk kuyucuga 9 pl markér konuldu.

10) Cihaz 100 Voltta 150 dakikaya ayarlanarak baglatildi 6rnekler kuyucuklardan
ciktiktan sonra 120 Voltta islem devam ettirildi.

11) Jel goriintiileme cihazinda goriintiilenerek islem tamamlandirildi.

3.2.7. Veri analizleri

Jel goriintiileme sisteminden elde edilen goriintiiler kullanilarak, bantlar
kodominant markor siteminden dolayi 1 ya da 0 seklinde skorlanmistir. Skorlamadan elde
edilen veriler kullanilarak genetik ¢esitlilik ve diger analizler gergeklestirilmistir.
Cesitlilik analizleri i¢in allel sayilar1 ve frekanslari, major allel frekansi, gen ¢esitliligi,
PIC (Polimorfik Bilgi Icerigi) gibi parametreler kullanilarak degerlendirmeler
yapilmigtir. Ayrica her bir primer i¢in ortalama PIC degerleri, monomorfik ve polimorfik
bant sayilar1 ile polimorfik bant yiizdeleri de analiz edilmistir. Bu analizler
POWERMARKOR v3.25 (Liu and Muse 2005) yazilim programi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Tiirkiye’ye ait yerel yonca popiilasyonlarinin alt popiilasyonlarini ve
popiilasyonlarinin ayrisimlarin1 belirlemek amaciyla STRUCTURE adli program

kullanilmistir (Evanno et al. 2005). Populasyon dinamikleri ve ayrismalari hem ad hoc
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prosediirii (Pritchard et al. 2000) hem de Evanno et al. (2005) tarafindan gelistirilen Ak
metodu ile degerlendirilmistir. Popiilasyonlardaki varyasyonlar1 belirlemek amaciyla
GenAlEx6.1 (Peakall and Smouse 2001) programi kullanilarak Principal Component
Analizleri (PCA) de yapilmistir. Hem STRUCTURE hem de PCA’dan elde edilen
sonuclarin dogrulanmasi igin ise filogenetik analizler ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu
kapsamda yine POWERMARKOR v3.25 (Liu and Muse 2005) programi kullanilarak,
allel frekanslar1 hesaplanmis, allel frekanslar1 temelinde Nei et al. (1983) tarafindan
gelistirilen yonteme gore genetik mesafeler hesaplanarak filogenetik aga¢ verileri elde
edilmistir. Elde edilen veriler en son olarak DENDROSCOPE programi (Huson et al.
2010) ile gorsellestirilerek  Neihgbor-joining yontemine gore dendrogram

olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Jel Gorintiileri

Calismada 72 yonca (Medicago sativa ) hatti, 16 SSR primeri ile taranmistir.
Aragtirmada kullanilan yonca genotiplerine ait SSR-PCR analizlerinden elde edilen

elektroforez jel goriintiileri agagida verilmistir.

Sekil 4.1. Mtic 7 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 1-72
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Sekil 4.2. Mtic 14 primerin yonca genotiplerinde olustrdugu SSR bant profilleri 1-72

Sekil 4.3. Mtic 51 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 1-72
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Sekil 4.4. Mtic 64 primerin yonca genotiplerde olusturduklart SSR bant profilleri 43-72
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Sekil 4.5. Mtic 210 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 1-72
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Sekil 4.6. Mtic 230 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 1-21

B R S —— . —

Sekil 4.7. Mtic 230 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 22-51
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Sekil 4.9. Mtic 237 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 1-13
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Sekil 4.10. Mtic 237 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 14-
43.

Sekil 4.11. Mtic 237 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 44-
72.

31



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Sekil 4.12. Mtic 238 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 1-72

Sekil 4.13. Mtic 248 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 1-
30.
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Sekil 4.14. Mtic 248 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 31-
49.

Sekil 4.15. Mtic 248 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 50-
72.
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Sekil 4.16. Mtic 249 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 2-72

Sekil 4.17. Mtic 471 primerin yonca genotiplerinde olusturdugu SSR bant profilleri 1-72
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Calismamizda kullandigimiz SSR teknigi; filogenetik analizler, genetik cesitlilik,
1slah ve genetik haritalama gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Oten ve Albayrak 2016).
Antalya iline bagli 13 ilgeden toplanan toplam 26 farkli yonca genotipleri {izerine ¢calisma
yapmislardir. Calismada SSR teknigi kullanilmis ve kullanilan primerler polimorfik bant
vermistir. Benzerlik kat sayilarindaki degisime gore Gazipasa-1 ve Kumluca-2
genotipleri uzak genetik benzerlige sahipken Kas-2 ve Cesit-1 genotipleri arasinda yakin
genetik benzerlik tespit edilmistir. Gazipasa-1 Alanya, Aksu-1, Aksu-2, Kepez-1,
Dosemealti-1, Kemer-1, Finike-1, Demre-1 ve Kas-1 populasyonlarida i1slah amacl
kullanim i¢in se¢ilmistir. Kayak vd (2018) 83 adet ¢erezlik kabak (Cucurbita pepo L.)
genotipinde SSR markorleri ile genetik c¢esitlilik analizleri gergeklestirmislerdir.
Calismada SSR teknigi kullanilmis toplamda 107 tanesi (% 87,70) polimorfik olan
toplam 122 adet bant elde edilmistir. Sonu¢ olarak SSR markér ydnteminin

1slah programlarinda 6nemli fayda saglayacagini bildirmislerdir.

Ertus vd (2016) Van ili ve ¢evre illerden temin edilen 6 tescilli ¢esit ile 70 adet
yonca ekotipi (toplamda 76 ¢esit) iizerinde popiilasyonlardaki akrabalik iliskilerini tespit
etmek i¢in ¢calisma yapmslardir. Calismada genetik uzaklik 6klit kat sayisi ile belirlenmis
en yiiksek genetik cesitlilik ve polimorfizmin Giirpinar hattinda oldugu bildirilmistir.
Tekin vd (2017) SSR markorleri kullanilarak farkli kaynaklardan elde edilen Tiirkiye
orijinli 384 yulaf genotipinin genetik ¢esitliligi incelenmistir. Calisma sonucunda, yulaf
genotipleri 40 SSR markorii ile genotiplenmis ve yerel genotiplerin gen bankasina
kazandirildig1 bildirilmistir. Harun vd (2017) Pistacia tiirleri arasindaki filogenetik
iligkileri belirlemek ve SSR markdrleri gelistirmek i¢in ¢aligma yapmislardir. Calisma
sonucunda, SSR markorlerinin genetik haritalama ve QTL calismalarinda giivenilir bir
yontem oldugunu bildirmislerdir. Calismamiza ait SSR bant goriintiilerinden yola
cikilarak elde edilen analiz sonuglarina gore olusan genetik farkliliklarin sebebi birbirine
uzak olan populasyonlarda gen akisi azalmasi ve cografik izolasyon olarak
diistiniilmiistiir. Ayn1 cografyada yer alan yonca popiilasyonlarimin genomik icerik
bakimindan yiiksek oranda benzerlik gostererek ayni popiilasyon gruplarinda yer
almalarinin temel nedeni genel olarak bu yonca popiilasyonlarinin ortak gen akisina sahip
olmalar1 diisiiniilmiistiir. Bunun yanisira benzer iklim kosullar1 ve yiikseklik gibi cografi

faktorler de bu popiilasyonlarin 2 ana kiime seklinde ayrismasini saglamistir.
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Arastirmalardan elde edilen sonuglara gére SSR markorlerinin genetik cesitlilik igin

uygun molekiiler araglar olduklari anlasilmaktadir.

4.2. Genetik Cesitlilik Analizi

Calisma kapsaminda Tiirkiye’ nin farkli lokasyonlarindan toplanan 72 adet yonca
populasyonlarinin 16 adet SSR markorii ile genetik ¢esitliligi degerlendirilmistir.
Cesitlilik analizleri i¢in allel sayilar1 ve frekanslari, major allel frekansi, gen ¢esitliligi,
PIC (Polimorfik Bilgi Icerigi) gibi parametreler kullanilarak degerlendirmeler
yapilmigtir. Ayrica her bir primer i¢in ortalama PIC degerleri, monomorfik ve polimorfik
bant sayilar1 ile polimorfik bant yilizdeleri de analizler kapsaminda belirlenmistir. Bu
analizler POWERMARKOR v3.25 (Liu and Muse 2005) program kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarina bakildiginda 16 adet SSR markorii 4,1°hik
ortalama ile toplamda 67 polimorfik bant iiretmistir (Cizelge 4.2). Allel sayilar1 1 ile 10
arasinda degiskenlik gostermistir (Cizelge 4.1). Popiilasyonlardaki major allel frekanslar
icin ortalama deger 0,80 olarak tespit edilmistir. En yiiksek major allel frekansi ise 1,00
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Genetik cesitliligin ve beklenen heterozigotlugun
onemli bir gostergesi olan gen cesitliligi parametresi tiim popiilasyonlarda 0,00 ile 0,65
arasinda degiserek 0,28’lik bir ortalama ile tespit edilmistir (Cizelge 4.1). PIC degerleri,
kullanilan markér sitemlerinin etkinligini ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda
kullanilan 16 adet SSR mark®érii i¢in ortalama polimorfik bilgi icerigi 0,22 olarak tespit
edilmistir. Ayrica minimum PIC degeri 0,00 iken maksimum PIC degeri de 0,60’dir
(Cizelge 4.1). Bu degerler bu ¢alismada kullanilan SSR markoér sisteminin verimli bir
sekilde calisarak popiilasyonlar arasindaki farkliliklar ortaya koyabilme giiciine sahip

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.1 72 farkli yerel yonca (Medicago sativa L.) popiilasyonunun 16 SSR
primerine dayanan minimum ve maksimum genetik c¢esitlilik istatistikleri.

Genetik Cesitlilik Parametresi Ortalama Minimum deger Maximum deger

Allel Sayis1 4,1 1 10

MajorAllel Frekansi 0,80 0,50 1,00
Gen Cesitliligi 0,28 0,00 0,65
PIC 0,22 0,00 0,60

PIC: Polimorfik Bilgi Igerigi

Genetik ¢esitlilik analizleri kapsaminda primerlerin etkinligini karsilastirmak i¢in
her bir primer i¢in ortalama PIC degerleri de belirlenmistir (Cizelge 4.2). Mtic 232
primeri 0,36’lik ortalama PIC degeri ile en yiiksek verimlilige sahipken 0,10°luk ortalama
PIC degerine sahip olan Mtic 237 ve Mtic 470 primerleri ise en diisiik verimlilige sahiptir.
Mtic 14 ve Mtic 64 primerleri en fazla bant olusturuken (10bant) Mtic251 ve Mtic 471
primerleri en az bant iireten (1 bant) primerlerdir (Cizelge 4.2). En yiiksek polimorfizm
yiizdesi gosteren primerler Mtic 7, Mtic14, Mtic 64, Mtic 232, Mtic 238,Mtic 248, Mtic
251 ve Mtic 471°dir. Tiim SSR primerleri i¢in ortalama polimorfizm yilizdesi %85,3
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Yonca popiilasyonlarinda kullanilan herbir SSR primeri i¢in ortalama PIC
degerleri, ortalama allel frekanslari, monomorfik polimorfik bant sayilar1 ve

polimorfizm yiizdeleri.

Primer Primer Ortalama Monomorfik Polimorfi Toplam Polimorfik

Sayisi PIC Bant k Bant Bant Bant (%)
1 mtic7 0,20 - 8 8 100
2 mticl4 0,14 - 10 10 100
3 mtic51 0,20 1 2 3 67
4 mtic64 0,34 - 10 10 100
5 mtic93 0,30 1 4 5 80
6 mtic210 0,18 1 4 5 80
7 mtic230 0,27 1 5 6 &3
8 mtic232 0,36 - 2 2 100
9 mtic237 0,10 3 4 75
10 mtic238 0,23 - 3 3 100
11 mtic248 0,22 - 7 7 100
12 mtic249 0,26 1 4 5 80
13 mtic251 0,19 - 1 1 100
14 mtic452 0,14 1 1 2 50
15 mtic470 0,10 1 1 2 50
16 mtic471 0,23 - 1 1 100

Toplam 8 67 75

Ortalama 0,22 85,3
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4.3. Populasyon Yapis1 Analizi

Tiirkiye’nin farkli lokasyonlarindan elde edilen yerel yonca popiilasyonlarinin alt
popiilasyonlarini ve popiilasyonlarinin ayrisimlarini belirlemek amaciyla STRUCTURE
adli program kullanilmistir (Evanno et al. 2005). Bu caligmada 72 farkli genotip i¢in
populasyonlart ayirmada kullanilan bu program MCMC tekrarlarin1 ve K gruplarini
icermektedir. Baglangigta optimal K degerini (Kiime sayis1) belirlemek amaciyla K’nin
I’den 10’a kadar degerlendirilmesi igin 72 genotipin tamami kullanilmistir. Bu
caligmadaki modelde, farkli ve biliyiikk populasyonlardan dolayr karisim modeli
(Admixture) kullanilmig ve allel frekanslarinin iligkili olabildigi diistinlilmiistiir. Cilinkii
bu durum benzer populasyonlarin ortak allellere sahip olabilecegini varsaymaktadir.
Kaydedilen MarkovChain Monte Carlo (MCMC) replikasyonlarinin uzunlugu 10.000
adeti veri toplanmadan atilmis ve her bir yiiriitmede 100.000°den daha fazla MCMC
replikasyonlarindan veri toplanmistir. Populasyon dinamikleri ve ayrigmalari hem ad hoc
prosediirii (Pritchard et al. 2000) (Cizelge 4.3) hem de Evanno et al. (2005) tarafindan
gelistirilen Ak metodu (Cizelge 4.4) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her iki yontemle
analiz neticesinde elde edilen sonucglar optimal K degerinin 2 oldugunu gostermistir
(Cizelge 4.3 ve 4.4). Yine STRUCTURE programindan alinan ayrilmis populasyonlarin

goriintiileri de uygun K degerinin 2 oldugunu gostermistir (Cizelge 4.5).

STRUCTURE analizi neticesinde 6zellikle,

I. grup (Kirmiz1 renkle gosterilen genotipler= 1-42, 44, 48, 49, 67 ve 70 no’lu
genotipler)

II. Grup (Yesil renkle gosterilen genotipler=43, 45, 46, 47, 50-66, 68, 69, 71 ve
72 no’lu genotipler) popiilasyonlar1 olusturan lokasyonlarda genomik kompozisyon
bakimindan 2 ana popiilasyon i¢in ayrisimin yani sira 44 (Mus Varto Akcatepe), 48
(Bingol Celtiksuyu), 49 (Bingdl Garip) ve 67 (Batman) ve 70 (Plato) no’lu popiilasyon

orneklerinin I. gruba ait oldugu da belirlenmistir (Cizelge 3.18).

(Yonca hat lokasyonlar1 Cizelge 3.1°de belirtilmistir)
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Cizelge 4.3. 72 yonca popiilasyonu i¢in ad hoc prosediirii (Pritchard et al. 2000)
neticesinde elde edilen K=2 degeri.
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Cizelge 4.4. 72 yonca popiilasyonu i¢in Ak metodu (Evanno et al. 2005) neticesinde elde
edilen K=2 degeri.
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Cizelge 4.5. 72 yonca popiilasyonu 16 SSR markorii ile 2 ana popiilasyon (K=2) seklinde
kiimelesti.

(Yonca hat lokasyonlar1 Cizelge 3.1°de belirtilmistir)

I. grup: (Kirmiz1 renkli genotipler) 1-42, 44, 48-49, 67 ve 70. Hat lokasyonlari

iken,

IL. grup: (Yesil renkli genotipler) 43, 45-47, 50-66, 68-69, 71-72.Hatlardan

olusmaktadir.

4.4. Ana Komponent Analizi

Popiilasyonlardaki varyasyonlar1 belirlemek amaciyla GenAlEx6.1 (Peakall ve
Smouse, 2001) programi kullanilarak Principal Component Analizleri (PCA) de
yapitlmistir. 72 yonca popiilasyonuarasindaki toplam %56’lik  SSR  genetik
varyasyonunun %30’u PCI1 tarafindan %26’s1 da PC2 tarafindan agiklanmistir (Sekil 4.
18). Elde edilen PCA sonuglar1 STRUCTURE analizi tarafindan ortaya ¢ikarilan 2 ana
popiilasyonun ayrismasini desteklemistir. Fakat bu ayrigsma sirasinda I. grupta yer alan 3,

8,9, 13, 15, 26, 34, 38, 39 ve 49 no’lu genotipler ile II. gruba ait 55, 60 ve 72 no’lu
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genotiplerin (PCA grafiginde 1.grup koordinatlarinda bulunan yesil 3’lii grup olarak
goriilmektedir.) kendi i¢lerinde genomik farklilasma gosterdigi de goriilmiistiir. Ayrica
STRUCTURE analizinde 2. grupta konumlanan fakat genomik yapisi itibari ile I. grupta
yer almas1 gereken 44, 48, 49, 67 ve 70 no’lu genotipler genetik varyasyonlar1 temelinde

PCA neticesinde de 1. grupta yer almasi gerektigi anlagilmistir (Sekil 4.18).

Principal Coordinates
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Sekil 4.18. 72 yonca popiilasyonuna ait SSR varyasyonu neticesinde kiimelenme
gosteren 2 ana popiilasyon.

(Yonca hat lokasyonlar1 Cizelge 3.1°de belirtilmistir)

4.5. Filogenetik Analizi

Hem STRUCTURE hem de PCA’dan elde edilen sonuglarin dogrulanmasi amaci
ile de filogenetik analizler c¢aligmaya dahil edilmistir. Bu kapsamda yine
POWERMARKOR v3.25 (Liu and Muse, 2005) programi kullanilarak, allel frekanslar:
hesaplanmis, allel frekanslar1 temelinde Nei et al. (1983) tarafindan gelistirilen yonteme
gore genetik mesafeler hesaplanarak filogenetik agac verileri elde edilmistir. Elde edilen
veriler en son olarak DENDROSCOPE programi (Huson et al. 2010) ile gorsellestirilerek
Neihgbor-joining yontemine gore dendrogram olusturulmustur (Sekil 4.19). 72

popiilasyon i¢in olusturulan Neighbor-Joining dendrogrami analiz edildiginde
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STRUCTURE ve PCA’dan elde edilen sonuglar dogrulanarak popiilasyonlarin net bir
sekilde 2 ana kiime seklinde ayristigi goriilmiistiir. STRUCTURE analizinde 2. grupta
konumlanan fakat genomik yapisi itibari ile I. grupta yer almasi gereken 44, 48, 49, 67
ve 70 no’lu genotipler filogenetik analiz neticesinde de 1. grupta yer almasi gerektigi
kesinlesmistir. Bu farklilagmalar ayn1 zamanda PCA analizi sonuglarini da desteklemistir

(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. 72 yonca popiilasyonunun 16 SSR primeri ile elde edilen genetik mesafeleri
temelinde olusturulan Neighbor-Joining dendrogrami (Nei et al. 1983).

(Yonca hat lokasyonlar1 Cizelge 3.1 ‘de belirtilmistir)

Dendrograma gore 1. grup: 1-42, 44, 48-49, 67 ve 70. II. grup: 43, 45-47, 50-66,
68-69, 71-72. hatlardan olusmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calisma kapsaminda Tiirkiye'nin farkli cografyalarindan elde edilen yerel
olarak yetistirilen yonca (Medicago sativa L.) popiilasyonlarina ait genetik ¢esitliligin
degerlendirmesi yapilmistir. Bu amagcla farkli lokasyonlardan toplanan 72 farkli yonca
popiilasyonu kullanilmisgtir. Genetik cesitliligi degerlendirmek amaciyla son yillarda
olduk¢a yaygin olarak kullanilan SSR (Basit Dizi Tekrarlar1) markorleri PCR
reaksiyonlarinda c¢ogaltilarak bantlar belirlenmis ve tiim analizler elde edilen bu
verilerden gergeklestirilmistir. Baslangicta 30 SSR markorii taranmis fakat bu
markorlerden polimorfik ve iiretken olan 16 tanesi ¢alismada kullanilmigtir. Kapsaml
olarak yapilan cesitlilik analizinde tiim yonca popiilasyonlar: i¢in allel frekanslari,
majorallel frekanslari, gen ¢esitliligi, PIC degerleri, her bir primer i¢in ortalama PIC
degerleri, monomorfik ve polimorfik bant sayilar1 ile polimorfizm yiizdeleri
hesaplanmistir. Ayrica ¢esitlilik bilgilerinin yanisira yerel yonca popiilasyonlarinin
populasyon bazinda degerlendirmeleri de yapilmistir. Bu amacla genomik bilgilerine gore
populasyonlar STRUCTURE programa ile ayrilmis Principal Component Analizi (PCA)
ve filogenetik analizler ile bu ayrismalar dogrulanmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde
yerel yonca popiilasyonlarinda 0,28’lik bir gen ¢esitliligi ortalamasi yani beklenen
heterozigoti degeri elde edilmistir. 0,22’liik bir PIC ortalamasi ve %85,3’liik polimorfizm
orani ise SSR markdrlerinin bu ¢alismada verimli ve kullanish olduklarini gostermistir.
Popiilasyon analizi (STRUCTURE) sonuglart PCA ve filogenetik analiz sonuglarini
destekleyerek Tiirkiye’de yerel olarak yetistirilen bu yonca popiilasyonlarinin 2 ana
popiilasyona ayristigini ve bu ayrismalarda temel faktoriin iklimsel ve cografik nedenli
(yiikselti) oldugunu da ortaya ¢ikarmistir. Genomik olarak yiiksek diizeyde benzerligin
asil nedeninin ise gen akisi mekanizmasindan kaynaklandigi anlagilmaktadir. Bu sonuglar
ile Ozellikle yerel yonca genomunda gen akisi ve melezlesmelerden dolay1r genetik
cesitliligin daha yiiksek diizeyde oldugu fikri daha da netlik kazanmistir. Ciinkii yabani
ve yerel yonca gen kaynaklar1 birincil ve ikincil gen havuzuna ait allelik cesitliligi

tasimaktadirlar.

Bu c¢alismada kullanilan yonca popiilasyonlarinin ¢ogu Dogu Anadolu Bolgesi
(Agirlikl olarak Van ili) yerel ¢esitleridir. Genel olarak degerlendirildiginde . grupta yer

alan yerel yonca popiilasyonlarinin 6zellikle Van ilindeki popiilasyonlar, Mus, Bingo6l,
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Batman illerinde yer alan popiilasyonlar olusturmaktadir. Istisnai olarak Ticari Konya ve
Sazova Orneklerinin bu grupla genomik benzerlik gostermesinin asil nedeni her iki
cesidin gen kaynaginin bu bélgeden temin edilmis olma olasilig diisiiniilebilir. II. grupta
yer alan popiilasyonlar daha ¢ok tescilli ticari cesitler ile diger bolgelere de uyum
saglayabilen yerel yonca popiilasyonlaridir (Mus, Usak, Bing6l, Kayseri, Agri, Side,
Bitlis, Sivas, Hinis, Van, Erzurum, Ticari Savas, Nimet, Alsancak, Bilensoy, Sazova,

Tavlas, Ferruh, Omerbey ve MA-225 ¢esitleri).

I. ve I1. grupta, grup i¢lerinde SSR markorleri temelinde ortaya ¢ikarilan genomik
benzerliklerin temel nedenleri arasinda benzer gen kaynaklarinin bulunmalarinin yanisira
ozellikle Van ili igerisinde benzer cografik-iklimsel kosullar ile yakin mesafeli gen akis1
durumundan kaynaklandig1 distintilmektedir. Uzak cografyalarda yer alan yonca
popiilasyonlar1 genelde farkli gruplarda konumlanmislardir. Aralarinda 6nemli izolasyon
bariyerlerinden dolay1 sadece iklimsel kosullara adapte olabilenler insan eliyle diger
cografyalara tasinmustir ya da ticari olarak Tiirkiye sinirlart i¢erisinde degerlendirilmistir.
Yoncanin 6zellikle yabani ¢esitlerinin orijin gen bdlgesi olarak bilinen Dogu Anadolu
Bolgesini de igerisine alan Kafkas bolgesinden diinyaya yayildigi bilinmektedir.
Dolayisiyla Tiirkiye’nin farkli cografyalarindan elde edilen popiilasyonlarin da bu
baglamda yiiksek diizeyde allelik zenginligine sahip oldugu da siiphesizdir. Islah
caligmalarinda temel teskil eden yabani ve yerel irklarin zaman igerisinde gelistirilerek
modern ya da kiiltiir ¢esitlerinin olusturulmasinda yiiksek diizeydeki allelik zenginlik ve
gen havuzu birinci derecede 6nem arz etmektedir. Bu sebeple, iilkemizden toplanan yerel
yonca popiilasyonlarinin genetik ¢esitlilik diizeylerinin belirlenerek istenilen 6zellikler
bakimindan bunlarin 1slah ¢alismalarinda kullanilmalar1 gerekmektedir. Daha Once
yoncada tanimlanmis olan SSR markorlerinin, yonca ve diger canlilar i¢in genetik
cesitlilik ve beraberinde 1slah ¢alismalarinda, populasyon dinamigi ve molekiiler genetik
caligmalarinda oldukga kullanislt araglar olduklart gériilmiistiir. Ayrica, iilkemizde yonca
genetik kaynaklarinin olusturulmasi ve kullanilmasi agisindan bu ¢aligmanin 6nemli bir
referans olacagi diisiiniilmektedir. Bilimsel anlamda yonca genomu hakkinda daha
detayli bilgiye sahip olmak ve elde edilen bilimsel verileri uygulamaya yonelik alanlarda
kullanimina sunmak i¢in daha fazla markdr sayilari ile birlikte daha da farkli diger

molekiiler metodolojilerin de kullanilmasinin faydali olacag diistintilmektedir.
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