BAZI KORUNGA (Onobrychis viciifolia SCOP.)
CESIT VE POPULASYONLARINDA
MIKROSATELLIT BELIRTECLERI

KULLANILARAK GENETIK CESITLILIGIN

BELIiRLENMESI
SELMAN OZKAN
Yiiksek Lisans Tezi
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Yrd. Doc¢. Dr. B. Banu BILGEN

2017



T.C.
NAMIK KEMAL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

BAZI KORUNGA (Onobrychis viciifolia SCOP.) CESIT VE POPULASYONLARINDA
MIKROSATELLIT BELIRTECLERI KULLANILARAK GENETIK CESITLILiGIN
BELIRLENMESI

SELMAN OZKAN

TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi ANABILIiM DALI

DANISMAN: Yrd. Dog¢. Dr. Behiye Banu BILGEN

TEKIRDAG-2017

Her hakki sakhdir.



Yrd. Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN danismanliginda, Selman OZKAN tarafindan hazirlanan
“Baz1 Korunga (Onobrychis viciifolia Scop.) Cesit ve Populasyonlarinda Mikrosatellit
Belirtegleri Kullanilarak Genetik Cesitliligin Belirlenmesi” isimli bu ¢alisma asagidaki jiiri
tarafindan Tarimsal Biyoteknoloji Ana Bilim Dali’nda Yiiksek Lisans tezi olarak oy birligi ile

kabul edilmistir.

Jiiri Bagkant: Prof. Dr. Metin TUNA Imza:
Uye: Dog. Dr. Semra HASANCEBI Imza:
Uye: Yrd. Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN (Danigman) Imza:

Fen Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulu adina

Prof. Dr. Fatih KONUKCU

Enstitii Miudirii



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI KORUNGA (Onobrychis viciifolia SCOP.) CESIT VE POPULASYONLARINDA
MIKROSATELLIT BELIRTECLERI KULLANILARAK GENETIK CESITLILIGIN
BELIRLENMESI

SELMAN OZKAN

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN

Baklagiller igerdikleri vitamin, mineral ve proteinlerce zengin olmalariyla hayvan
beslenmesinde diinyada ve iilkemizde yaygin bir sekilde yem bitkisi olarak kullanilmaktadir.
Ulkemizin 6zellikle I¢ ve Dogu Anadolu bélgelerinde yaygin bir sekilde yetistiriciligi yapilan
korunga (Onobrychis viciifolia Scop.), hayvan beslenmesinde, topragin yapisini iyilestirmede
ve arilar i¢in nektar kaynagi olarak kullanilmaktadir. Korunganin genetik yapisi hakkinda
literatiirde ¢ok az bilgi bulunmakta ve bununla beraber genetik yapiy1 belirlemede ve 1slah
caligmalarinda kullanilabilecek belirte¢ sayisida azdir. Bu ¢alismada iilkemizin tescilli gesitleri
Ozerbey ve Liitfiibey’de, Kirsehir bolgesinden elde edilmis yerel populasyonlarda (Kirsehir-1,
Kirsehir-2) ve Bulgaristan’dan elde edilmis olan Pleven populasyonunda 10 SSR lokusu
(OVKO036, OVK094, OVK125, OVMO033, OVK161, OVM125, OVK046, OVMO061, OVK174,
OVK101) kullanilarak ¢esit ve populasyonlarin genetik yapisi incelenmistir. Calismada
kullanilan SSR lokuslarinin tamami polimorfik olarak saptanmistir. Analiz edilen 91 6rnekte
10 lokus i¢in toplam 68 allel saptanmistir. Genetik gesitlilik parametrelerinden, lokus basina
diisen ortalama allel sayis1 (Na = 1,365), etkili allel sayis1 (Ne = 1,348), Shannon Sabiti (I =
0,322), Nei’nin genetik ¢esitlilik degeri (h = 0,210) ve Nei’nin tarafsiz ¢esitlilik degeri (uh =
0,222) hesaplanmustir. Populasyonlarin genetik ¢esitliliginin biiyiik oranda (%92) populasyon
igerisinde oldugu, populasyonlar arasi ¢esitliligin ise ¢ok diisiik oldugu (%8) gozlenmistir.
Calisma sonucunda elde edilen UPGMA dendrogramina gére birbirine yakin bulunan Ozerbey
ve Liitfiibey bir grup, Pleven ve Kirsehir-2 ayr1 bir grup olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar, ¢alisilan populasyonlarin genetik yapilar1 hakkinda 6nemli bilgiler vermistir. Ayrica
korungada yapilacak olan molekiiler genetik c¢aligsmalarina 1sik tutacak, bundan sonraki
aragtirmalarda kaynak niteliginde rol oynayacak niteliktedir.

Anahtar kelimeler: baklagiller, genetik ¢esitlilik, molekiiler belirtegler, Onobrychis viciifolia,

SSR
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY IN SAINFOIN (Onobrychis viciifolia
SCOP.) VARIATIES AND POPULATIONS USING MICROSATELLITE MARKERS

SELMAN OZKAN

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Behiye Banu BILGEN

Species of Leguminosae (Fabaceae) family, which are rich in the vitamins, minerals
and proteins, are widely used as animal feed in the world and also in our country. The sainfoin
(Onobrychis viciifolia Scop.), which is widely grown in our country especially in the Central
and Eastern Anatolian regions, is used for animal feed, improving the structure of soil and
nectar source for bees. There were little information in the literature about genetics of the
species and also only few genetic markers are available for genetic structure analysis and
breeding studies. In this study, genetic structure of two cultivars (Ozerbey and Liitfiibey) and
three populations (Pleven, Kirsehir-1 and Kirsehir-2) were investigated using 10 SSR loci
(OVKO036, OVK094, OVK125, OVMO033, OVK161, OVM125, OVK046, OVMO061, OVK174,
OVK101). All of the SSR loci used in the study were polymorphic. A total of 68 alleles were
identified for 10 loci in 91 samples analyzed. Genetic diversity parameters such as; mean
number of alleles per locus (Na = 1.365), effective allele number (Ne = 1,348), Shannon
information index (I = 0.322), Nei's genetic diversity level (h = 0.210), and Nei's unbiased
genetic diversity level (uh = 0,222) were calculated. It was observed that the genetic diversity
of the populations was mainly due to within population variation (92%) and the remaining
portion was due to variation between populations (8%). According to the UPGMA dendrogram
obtained from the study, Ozerbey and Liitfiibey occurred in one cluster, Pleven and Kirsehir-2
populations occurred in the second cluster. The results obtained from this study provided
important information on the genetic structure of the studied sainfoin populations. It will also
provide significant contribution to the molecular genetic studies in sainfoin and related species.

Keywords: Fabaceae, genetic diversity, molecular markers, Onobrychis viciifolia, SSR
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ONSOZ

Artan diinya niifusuna paralel olarak insanlarin besin ihtiyaci da artmistir. Cogu
tilkelerde insanlar yeterince beslenememekte ve yetersiz beslenmeden dolay1 bir¢cok hastalik
meydana gelmekte hatta Oliimler yasanmaktadir. Bitkisel kaynakli besinlerin hayatimizda
onemli bir yeri oldugu kadar hayvansal kaynakli gidalarda protein kaynag: olarak insan
beslenmesinde son derece 6nemli bir yer tutmaktadir. Hayvansal kaynakli protein, mineral vb.
maddeler insan yagsaminda ve saglikli bir birey olarak yasama devam etme hususunda 6nemli
gida maddeleridir. Fakat hayvanlarin yeterince beslenememesi, hem isletmeler agisindan verim
kayiplarina neden olmakta, hem de kaliteli hayvansal gidalarin iiretimini sinirlamaktadir.

Karli bir hayvancilik i¢in girdi maliyetlerinin diisiik, elde edilen {iriinlerin karlilik
oranlar1 yiiksek olmalidir. Yem fiyatlarinin yiiksek olmasi, birim alandan elde edilen kaliteli
kaba yem miktarlarinin ¢ok diisiik olmasi ve kaliteli kaba yem iiretimi ile tedarik etmedeki
sorunlar hayvancilik isletmelerini zorlamakta ve zarar etmelerine yol agmaktadir. Anadolu
cografyasina baktigimizda ¢ayir ve mera varligimizla, hayvan varligimizla karli bir hayvancilik
yapilmasina son derecede elverisli oldugu goriilmektedir. Cayir ve meralarimizin islahi, gayir,
mera bitkilerinde ve yem bitkilerinde verimi arttirma, besleyiciligi yiiksek ¢esitlerin 1slahiyla
kaliteli kaba yem iiretimini artirmak, hayvancilik sektoriine katki saglayarak bu sektoriin
kanayan yarasi kaliteli kaba yem sorununa c¢are olacaktir. Gerek devlet destegiyle gerekse
kaliteli kaba yem tiretmekle tireticilerimizin girdi maliyetleri azaltilacak ve daha kaliteli bir
hayvancilikla disa bagimlilik en aza indirilecektir. Ulkemiz cografi yapisina ve cayir mera
alanlarina baktigimizda hayvancilik sektoriinii giiclendirecek yeterli alanlara sahip oldugumuz
acikca goriilmektedir.

Ulkemizde ve diinyada yetistiriciligi yapilan korunga bitkisi diger yem bitkilerine
nazaran kurak, kira¢ kosullarda yetistirilebilmektedir. Cok yillik bir bitki olmasi, 6zellikle bal
tireticileri i¢in arilarin nektar kaynagi olmasi ve bir baklagil yem bitkisi olarak toprak 1slahinda
ve miinavebe de dnemli bir yer tutmasi bu bitkiyi digerlerinden ayricalikli kilmaktadir. Fakat
bu bitki tizerinde o6zellikle molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalarin smirli sayida oldugu
goriilmektedir. Yaptigimiz bu tez kapsaminda genetik karakterizasyonunu belirlemede en etkili
ve kullanighi metotlardan biri olan mikrosatellit (SSR) belirtegleri kullanilarak 2 yerli ¢esit
(Ozerbey ve Liitfiibey) ve 3 korunga populasyonundan (Pleven, Kirsehir-1 ve Kirsehir-2) 91
birey alinarak ¢esit ve populasyonlarin genetik ¢esitliligi incelenmistir. Elde edilen bu veriler,
hem c¢alisilan korunga populasyonlarinin genotipleri hakkinda bize bilgi saglamis hem de

bundan sonra korunga ve diger yem bitkilerinde yapilacak olarak genetik karakterizasyon



caligmalarinda yapilacak olan arastirmalara 1sik tutarak, bir kaynak materyal olarak rol
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harf, her bir bilgi altin degerinde olan degerli hocam, tez danismanim Yrd. Dog. Dr. Behiye
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1. GIRIS

Insanoglunun dengeli, yeterli ve saglikli beslenebilmesi agisindan hayvansal kokenli
tirtinler biiyiik rol oynamaktadir. Hayvansal triinler denilince ruminantlar olarak adlandirilan
sigir, koyun ve kegiden elde edilen {irtinler (et, siit vb.) akla gelmektedir. Yem ve besleme
masraflari, hayvansal iriinlerin iiretim asamasinda yapilan masraflarin yaklasik %70’lik
kismini olugturmakta ve igletmenin karliligin1 6nemli 6l¢iide etkileyebilmektedir. Bu nedenle
hem nispi olarak daha ucuz olan, hem de ruminantlarin sindirim faaliyetlerini olumlu yonde
etkileyen kaba yemler, bu yemlerin kaynaklar1 ve alternatif kaba yem kaynaklar1 6n plana
¢ikmaktadir. Kaba yem; dogal halde %14 oranindan daha fazla su icerigi veya kuru madde
halinde %16-18’den daha fazla ham seliiloz igerigi bulunan, tiiketildiginde hayvan sagligi ve
{iriinii {izerinde olumsuz etkisi olmayan her tiir bitki materyalidir (Ozkan ve Demirbag 2016).

Karl1 bir hayvancilik i¢in en 6nemli ve en ucuz yem kaynagi olan kaba yemler otgul
hayvanlarin rasyonlarinin temelini olusturmanin yam sira dogal kosullarda yetisen diisiik
enerjili yemlerdir. Bunun yaninda kaba yemler; ruminant hayvanlarin beslenme fizyolojilerine
uygun olup hayvanlarda mekanik tokluk saglamasi tarafiyla biliylik 6neme sahiptir. Son
yillardaki hizli niifus artis1, iklim degisikligi, su kaynaklarinin azalmasi, kuraklik, topraklarin
verim kabiliyetinin azalmasi, erozyon, tarima elverisli topraklarin imara agilmasi ve kentlesme
gibi olumsuz etkenler kaba yem iiretiminin azalmasina ve buna paralel olarak da iiriinlerde
birim fiyat artisina sebebiyet vermektedir. Cayir ve meralar hayvan beslenmesinde yer tutan
cok oOnemli kaba yem kaynaklaridir. Ayn1 zamanda flora ve fauna cesitliliginin ve gen
kaynaklarimizin gelecek nesiller i¢in korunmasi, tarimsal uygulamalarin ve hayvanciligin etkili
bir sekilde siirdiiriilmesi i¢in, korunmasi ve gelistirilmesi son derece dnemli ve gerekli olan
alanlardir (Boval ve Dixon 2012, Ozkan ve Demirbag 2016).

Yem bitkileri tarimi, ¢ayir ve meralarin lizerindeki asir1 otlatma baskisini hafifleterek,
tahil-nadas sistemlerinin miinavebe kisminda biiyiikk rol oynamaktadir. Nadasa birakilan
alanlarin daralmasiyla ilkemizdeki erozyonla toprak kayiplari en aza indirilmesi
ongoriilmektedir. Yem bitkisi yetistiriciliginin artmasiyla bozulan ¢ayir ve meralar kendilerini
yenileyerek daha verimli ve kullanilabilir hale gelecektir. Bunlarin yaninda yem bitkilerinin
ekim nobetindeki diger faydalari;

1. Topragin fiziksel ve kimyasal yapisin1 gelistirerek organik maddece zenginlestirmek,
2. Dogay1 koruyarak, yagis rejimine uymayi kolaylastirmak ve erozyonu énlemek,

3. Topraktan en iist diizeyde faydalanmay1 saglayarak verime olumlu yonde etki etmek,



4. Yabanci ot ve zararlilarla miicadele de faydali olmakla birlikte toprak yorgunlugunu

gidererek topraktan faydalanmayi siirekli kilar (Soya ve ark. 2004, Tan ve Yolcu 2008)

Kira¢ ve kiregli alanlarda yetistirilebilecek en uygun baklagil yem bitkisinden birisi
korungadir. Ot kalitesi ve hayvan performansi a¢isindan yonca ile karsilastirdigimizda aynidir.
Hatta kirag alanlarda yoncadan daha verimli oldugu bildirilmistir. En 6nemli 6zelliklerinden
biride hayvanlarda sisme yapmamasidir. Bu nedenle yapay meralarda ve 1slah ¢alismasi yapilan
meralarda genis bir kullanim alani bulmaktadir. Korunga bitkisi en basta kirag alanlara
dayanikli olmasindan dolay1 mera 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecek en iyi bitkilerden bir
tanesidir. Farkli meralarda gesitli korunga tiirlerine rastlamak miimkiindiir. Ornegin, Canakkale
meralarinda Onobrychis viciifolia tiirtine rastlanmazken en fazla Onobrychis caput—gali (pitrak
korunga), Onobrychis gracilis (zarif korunga), Onobrychis oxyodonta (kir korungas) tiirlerine
rastlanmaktadir (Parlak ve ark. 2014). Korunga i¢erdigi tanenler ve ikincil bilesikler nedeniyle
de antihelmintik (Solucan Disiiriicii) etki gostermektedir. Yapilan c¢aligmalarda enfekteli
ruminantlarda korunga solucan diisiiriicii olarak iyi bir etki gostermistir (Anonim 2017a). Bu
ozelliklerinin yaninda korunga igerdigi yiiksek miktardaki nektar ve polen nedeniyle iyi bir ar1
merast olarak islev gormektedir. Korunga ekili olan arazilerin oldugu yerlerdeki ar
kovanlarindan yiiksek verim ve bal kalitesi alindig1 goriilmektedir. Kira¢ alanlarda yetismesi,
kurakliga toleransli olmasi, siskinlik yapmamasi gibi faydalara sahip olan korunga tilkemizde
ve Diinya da {izerinde ¢alisilmasi gereken bir baklagil yem bitkisidir.

Literatiir taramalar1 sonucunda korungada molekiiler ¢alismalarin 2000’11 yillardan
sonra ivme kazandigi goriilmiistiir. Korunga iizerine yapilan molekiiler calismalarin sinirh
sayida olmasi ve lilkemizde kiiltiirii yapilan korunga ¢esit ve lokal populasyonlarinin genetik
yapist ve ¢esitliligi daha Once analiz edilmemis olmasindan dolayr bu yiiksek lisans tez
caligmas1 kapsaminda 2 korunga ¢esidi ve 3 populasyonun mikrosatellit belirtegleri (SSR)
kullanilarak genetik yapilart ve icerdigi gesitliligin incelenmesi hedeflenmistir. Bu c¢aligma
kapsaminda; farkli korunga cesit ve populasyonlarinin SSR lokuslari agisindan genetik yapilari
ortaya konulmus, ¢alisilan ¢esit ve populasyonlarin genetik parametrelerinin tahmin edilmesi
ile genetik ¢esitlilik diizeyleri belirlenmis ve SSR belirtecleriyle belirlenen genetik ¢esitlilik
diizeyleri literatiirde mevcut olan diger ¢alismalarla karsilagtirilmistir. Calismadan elde edilen
sonuglarin yiliksek adaptasyon kabiliyeti ve performansa sahip yeni korunga g¢esitlerinin
gelistirilmesinde kullanilacak en uygun 1slah stratejilerinin belirlenmesinde 1slahgilara yardimci

olacag diisiiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI
2.1. Baklagiller (Fabaceae) Familyasina Genel Bakis

Baklagiller olarak adlandirilan Leguminosae (Fabaceae) familyasi, Diinya iizerinde en
genis familyalardan biridir. Varligi kabul edilen 250000 g¢igekli bitki tiiriiniin 120001
baklagiller familyasina ait olup yaklasik 600 cins igerisine dagilmiglardir (Nelson ve Moser
1995). Eski ¢aglardan beri insan beslenmesinde 6nemli bir besin kaynagi olan baklagillerin
misir piramitlerinde ve mezar kazilarinda Orneklerine rastlanmistir. Gliniimiizde de
baklagillerden fasulye, nohut, mercimek, bezelye, boriilce gibi yemeklik tane baklagiller
Oonemli besin ve gida kaynaklarimizi olusturmaktadir (Tan ve Serin 2009).

Baklagiller sahip olduklari azot (N) baglayabilme yeteneklerinden dolay1r dogada diger
bitki tiirleri arasinda 6nemli bir yere sahiptirler. Baklagiller rhizobium cinsi bakteriler yardimi
ile gerceklestirdikleri ortak yasam (simbiyosis) sayesinde havadaki elementer azotu yliksek
yapili bitkilerin kullanabilecegi forma dontistirmektedir. Baklagillerin topraga bagladiklar
azot azimsanmayacak diizeydedir. Normal gelismis bir yonca tarlasinda dekara baglanan N
miktar1, tarla da ekili kaldig1 siire gibi bazi faktorlere gore degismekle birlikte 14,8-29,0
kg/da’dir. Bu miktar ak ii¢giilde 26,8, cayir iicgiiliinde 15,4, tiyli figde 18,4 kg/da’a kadar
¢ikmaktadir (Larue ve Patterson 1981). Cesitli faktorlere bagli olarak belirlenen azotun %33’
bugdaygillere transfer edilmektedir (Halitgil ve ark. 2007). Bu gibi avantajlarindan dolay1
baklagiller, kendilerinden sonra tarlaya ekilecek olan bugdaygiller i¢in ¢ok iyi bir on bitki
konumundadirlar.

Baklagiller toprag: besin elementi ve organik maddece zenginlestirdiklerinden toprak
1slah1 ve muhafazasi i¢in de onem tasirlar. Kazik kokleriyle topragi derinlere kadar isler,
kabartir ve havalandirirlar. Bu nedenle tarima yeni agilacak alanlarin oncii bitkileri
baklagillerdir. Bu amacla kullanilacak tiirlerin basinda korunga ve tas yoncasi gelmektedir.
Baklagiller toprakta kolayca parcalandiklarindan toprak 1slahi iginde yesil giibre olarak en fazla
tercih edilen bitkilerdir. Ayrica korunga gibi bazi tiirler kuraga dayaniklilik gosterdiklerinden

kuru tarim alanlarinda ekim nobeti sisteminin baslica bitkilerindendir (Tan ve Serin 2009).

2.1.1 Baklagiller Familyasina Ait Yem Bitkilerinin Ozellikleri

Yeryiiziinde hayvan besleme amaciyla kullanilan bitkilerin biiylik bir kismim
baklagiller olusturmaktadir. Cayir ve meralarda dogal olarak yetismekte ve hayvanlarin kaba

yem ihtiyacini karsilamada onem rol oynamaktadirlar. Baklagillerin besin degerleri ve



yarayisliliklar1 da yiiksektir. Genel olarak baklagil otu kolay kartlasmayan, bol yaprakli ve
yumusak govdeli 6zellik gosterir. Baklagiller protein vitamin ve mineralce de zengindirler (Tan
ve Serin 2009). Diinyada hayvan beslenmesinde kullanilan proteinlerin %38’ ve
karbonhidratlarin %51 baklagillerden karsilanmaktadir. Yemeklik tane baklagiller (nohut,
mercimek, fasulye vb.) olarak da insan beslenmesinde yer alan iirlinlerin artiklar1 hayvan
beslenmesinde de rol oynamaktadir. Hayvan beslenmesinde 6zellikle mercimek samani 6nemli
bir yere sahiptir. Mercimek samaninin tane/sap orani 1/1,5 olup sapta %13,74 oraninda protein
oldugu bilinmektedir (Oguz ve Direk 2014).

Tarim arazilerinde yetistirilen {rlinlerin ~ biiylk  ¢ogunlugunu  baklagiller
olusturmaktadir. Bakla, burgak ve yonca gibi tiirler hayvan besleme amaciyla insanoglunun eski
caglardan beri kullandig1 bitkilerdir. Anadolu cografyasinda baklagil yem bitkilerinin Hititler
Doénemi’nden beri yetistirildigi ve hayvan beslemek amaciyla kullanildigi bilinmektedir.
Nitekim tilkemizde yem bitkisi denilince ilk akla gelen tiirler yonca, korunga ve fig gibi
baklagillerdir. Kaba yem ig¢in kullanilan baklagil yem bitkileri tane yem olarak da
kullanilabilmektedir. Baslica tane yem olarak kullanilan bitkiler, yem bezelyesi, fig, koca fig,
burcak ve miirdiimiik gibi iri taneli iiriinler tane yem olarak da yedirilmekte, hayvan yem

rasyonlarina protein katkisi olarak da eklenmektedir. (Tan ve Serin 2009).

2.2 Korunga Bitkisine Genel Bakis

Korunga (Onobrychis viciifolia Scop.), Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait, farkli

ekolojik kosullarda yetigebilen, yabanci d6llenen faydali ¢ok yillik bir yem bitkisi tiirtidiir (Elgi

2005) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Korunganin genel goriiniimii



Diinyada korunga cinsine bagli 162 tiir bulunmakta ve korunga tiirleri Akdeniz
Bolgesi’nden baslayip Kafkasya ve Zagros Daglari hatt1 boyunca Orta Asya’ya kadar yayilig
gostermektedir (Aktoklu 1995). Korunga tiir adi olarak Onobrychis viciifolia olarak
tamimlanmaktadir. Yunanca “esek yemi” anlamina gelen Onobrychis, tilkemizde korunga
ismiyle anilmakta ve sinonim olarak da “Evliya Otu” adiyla da bilinmektedir. Diinya da
‘Sainfoin’ adiyla bilinen korunga, Fransizcada kutsal saman, saglikli saman (healty hay), aziz
yonca gibi isimlerle de adlandirilmaktadir. Bu ve bunun gibi isimlerle anilmasinin temel sebebi,
saglikli bir yem olmasi ve bu yemi tiiketen hasta hayvanlar iyilestirme ozellligidir (Sottie
2014).

Korunganin yayilma alani igerisinde yer alan iilkemizde 70 kadar korunga tiirii dogal
olarak yetismektedir ve tespit edilen bu tiirlerden 27 tanesinin endemik tiir oldugu bildirilmistir
(Aktoklu 1995, A¢ikgoz 2001). Korunga bitkisinin sistematik hiyerarsisini gosteren bilgiler,
Cizelge 2.1°de verilmistir. Ulkemizde en fazla korunga yetistiriciligi Dogu Anadolu ve I¢
Anadolu bolgelerimizde yapilmaktadir. Kirag ve kiregli toprak yapisindaki alanlarda
yetistirilebilecek en uygun yem bitkisi olan korunga, verimsiz insaat topragi dedigimiz
alanlarda bile yetistirilmesi miimkiin olmaktadir. Koklerindeki yiiksek katyon degisme
kapasitesi sayesinde bir¢ok kiiltiir bitkisinin topraktan alamadigi besin maddelerini rahatlikla
almaktadir. Korunga koklerinin katyon degistirme kapasitesi yonca, yulaf ve muisir gibi

bitkilerden yiiksek oldugu yapilan ¢alismalarda gézlemlenmistir (Tosun 1992).

Cizelge 2.1. Korunganin (O. viciifolia Scop.) sistematikdeki yeri (Anonim 2017b)

Alem Bitkiler
Alt Alem Damarl Bitkiler
Béliim Kapali Tohumlu (Magnoliophyta)
Sinif Cift Cenekli (Magnoliopsida)
Alt Simif Rosidae
Takim Fabales
Familya Fabaceae (Baklagiller)
Cins Onobrychis
Tiir Onobrychis viciifolia SCOP.




Korunganin yasam dongiisiine baktigimizda, kislart sert gegen yerlerde erken
ilkbaharda, kislar1 1liman gegen bolgelerde ise sonbaharda ekilebilir. Ekim i¢in iyi hazirlanmis
bir tohum yatagi, yabanci ot tohumlarindan temizlenmis, tezekleri kirilmis bir tarla
hazirlanmalidir. Ekim derinligi 2,5-5,0 cm sira aras1i mesafe ortalama 50 cm olmakta ve amaca
gore degismektedir. Korunga derin kok yapisiyla baharin erken donemlerinde topragin
derinlerine niifuz ederek biiyiir ve kok tacindan dallanarak gelisim gosterir. Yoncadan 1 ile 2
hafta 6nce ¢iceklenme donemine girer. Saplarin i¢i bostur ve kirmizimsi, kahverengimsi veya
yesil yapidadir. Korunga yaklasik 120 cm ve daha fazla boylanabilmektedir. Fakat boyu fazla
uzarsa yatmalar meydana gelmektedir. Korunga yapraklari, 5-14 ¢ift yaprak¢igin meydana
getirdigi ve ucunda 1 yaprak bulundurarak 10-25 cm arasinda uzunlugu degisken bir yapidadir.
Korunganin c¢icekleri pembe veya giilkurusu renklerinde, bitki sapina bagli bir salkim
seklindedir. Kendine has bir ¢igek yapisina sahip olan korunganin kayik¢ik adi verilen ¢igek
kisminin igerisinde bir disicik organi (stigma) ve erkek organlar (anter) yer alir. Korunga
cicegine konan ar1 veya diger polinator boceklerin agirliklariyla kayik¢ik kisimdaki tireme
organlar aciga c¢ikmakta ve tozlasma bu sekilde meydana gelmektedir. Korungada disicik
organinin erkek organlardan uzun olmasi kendine déllenmeyi olumsuz etkilemekte ve yabanci
tozlasmay1 zorunlu kilmaktadir. (Tan ve Sancak 2009, Ozbek 2011, Hybner 2013, Anonim
2015).

Korunga kuru tarim alanlarinda ekim nobetine alinacak g¢ok yillik baklagil yem
bitkilerinin basinda gelir. Sulanmayan veya kira¢ alanlarda yonca bitkisinden daha verimli
olmasi ekim nobetinde kullanilmasinin sebeplerinden biridir. Ulkemizde kuru tarim alanlarinda
bugday-nadas seklinde uygulanan ekim sisteminde nadas alanlarin1 azaltmak i¢in korunganin
kullanildig1 (4-5 yil korunga-nadas-bugday) sistemler kullanilabilir. Ancak, sulu veya taban
alanlarinda yonca ile boy oOlgiisemez. Korunga en elverigli topraklar da bile 2-3 bigim
verebilmektedir. Sulu kosullarda yetistirilse bile yonca kadar verimli olamamaktadir. Sulu
kosullarda yetistirildiginde ¢ok kardeslenme ve boylanma yapmakta ve govde ici bos
oldugundan yatma meydana gelmektedir. Yoncada goriilen yonca hortumlu bocegi (Hypera
postica) gibi bitkinin toprak istii kisimlarina 6nemli kayiplara neden olan zararlilar korungada
zarar yapmamaktadir (Tan ve Sancak 2009).

Korunga iyi bir mera bitkisidir. Ulkemizde bir¢ok yiiksek rakimli dogal meralarda
korungayr gormek miimkiindiir. Artvin’in Savsat il¢esinde yapilan bir ¢alismada, 3 farkl
yiikseltide (850 m, 1010 m, 1475 m) korunga bitkisinin verim unsurlart incelenmis, 1475 m
rakim da bile yetistigi goriilmiistiir (Ozalp ve Temel 2016). Besleme degeri ve kirag kosullara

dayanimi neticesinde yapay mera tesislerinde baklagil olarak ¢ogunlukla korunga tercih edilir.
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Korunga otu hayvanlarda sisme yapmamaktadir. Bu 6zelligi ile yapay ve dogal meralarda
hayvanlar dogrudan otlatilabilmektedir. Ozelikle koyunlar korunga otunu otlamay1 diger yem
bitkilerine tercih etmektedirler. Smoliak ve Hanna (1975) yaptiklar1 bir ¢alismada; yonca,
korunga ve nohut geveninin koyunlar igin lezzetliliginde bir fark goriilmedigini, ancak
koyunlarin ilk 6nce korungayr otladigini bildirmislerdir. Parker ve Moss (1981) yaptiklari
lezzetlilik testinde 6 aylik diivelerin korungay1 yoncaya tercih ettiklerini bildirmislerdir.

Korunga yeminin kuzularda zarar yapan mide nematodlarina karsi iyilestirici ozelligi
bulunmaktadir. Yapilan bir arastirmada korunga otu ve silaji ile beslenen kuzularda kontrol
yem grubuna gore sirastyla %64 ve %48 oraninda daha fazla nematod kontrolii saglanmistir
(Heckendorn ve ark. 2007a, 2007b). Egimin fazla oldugu ve erozyon riskinin oldugu bolgelerde
korunga en ideal bitkilerdendir. Yatik formda gelismesi ve yayilisi olmasi sebebiyle riizgar ve
su erozyonunu Onleyerek toprak yapisinin korunmasini saglamaktadir.

Korunga iyi bir bal 6zii kaynagidir (Ozbek 2011). Bal arilari, yan yana ekili olan
korunga ve yonca tarlalarindan genellikle korunganin bulundugu tarlay: tercih etmektedirler.
Bal 6zii kaynagi olarak korungay1 tercih eden arilarin bali verimlidir ve kendine hos bir aromasi
vardir. Amerika Birlesik Devletleri’'nin Montana Eyaletine iilkemizden gotiiriilen ve kokeni
“Eskisehir” olan “Eski” adl1 korunga populasyonu ile yapilan ¢alismada 19 dekarlik bir tarlaya
ciceklenme doneminde konulan 2 ayr1 ar1 kovanindan 30 ve 65 kg bal elde edilmistir. Korunga
tohumlar1 gerekli durumlarda karma yem olarak da kullanilabilmekte ve tohumlarda %36-38
protein bulundugundan dogrudan hayvan yemi olarak da hayvanlara verilmektedir (Dubbs
1968).

2.2.1 Korunganmin Antiparazit (Antihelmintik) Etkisi

Ikincil bitki metabolitlerinden olan tanenler, bitkilerde boceklere karsi bir savunma
mekanizmasi saglayan (Schultz 1989) ve memeli hayvanlarda (Hagerman ve Butler 1991)
nematodlara kars1 bir savunma sistemleriyle ilgili olan ikincil bilesiklerdir. Kimyasal yapisina
baktigimizda tanenler iki grup da incelenmektedir; hidrolize tanenler ve kondense
(yogunlastirilmig) tanenler. Kondense tanenler dogada en yaygin bulunan tanenlerdir.
Ruminant (Hagerman ve Butler 1991) ve monogastrik hayvanlarda (Vernon 1999) bir takim
zararl etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Fakat kondense tanenleri igeren yemlerin rasyonlarda
bulunmasiyla hayvanlara siit artis1, kilo artisi, yilin-yapagr verimi ve gastrointestinal
nematodlarin atilmasi gibi faydalar1 da olmaktadir (Barry ve McNabb 1999). Yapilan

arastirmalar sonucunda tanen igeren besinleri tiiketen geyiklerin diskilarinda daha diisiik oranda



nematod yumurta varlig1 tespit edilmistir (Hoskin ve ark. 1999, Niezen ve ark. 1995). Bu ve
buna benzer Ozelliklerinden dolayr kondense tanenler {izerinde c¢alisma stratejileri
olusturulmaktadir (McKellar 1997, Sangster 1999). Kondense tanenlerin etkileri, dogrudan
veya dolayli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kondense tanenler proteinlere baglanma kabiliyetine
sahiptir, bdylece yemleri rumende asir1 sindirime ugramadan ince bagirsakta emilimini artirarak
proteinden yararlanmay1 artirir (Mueller-Harvey ve McAllan 1992). Dolayli yoldan etkisi ise,
artis saglanan proteinlerin kullanimi, parazitlere karsi gelistirilmis immino yanitlar sagladigi
kabul edilmektedir (Coop ve Kyriazakis 1999). Evcil hayvanlarin hemen hemen hepsinde
antihelmintik ilaglara olan direng tiim tiirlerde bildirilmistir (Jabbar ve ark. 2006). Nematodlarla
miicadele etmek i¢in bu ilaglara alternatif ¢éziimlerin bulunmasi1 gerekmektedir (Carbonero
2011). Nematodlara karst miicadele de tanence zengin bitkilerin hayvanlara yedirilmesi
onerilmektedir. Bu durumu gdstermek icin kiiclikbas hayvan olan koyun model olarak
gosterilmistir. Ozellikle koyunlarda sik¢a rastlanan Haemonchus contortus nematodu iizerinde
korunganin olumlu etkileri tespit edilmistir. Onobrychis viciifolia‘yr diger yem bitkileriyle
karistirarak koyunlara yedirilmis ve Haemonchus contortus nematoduna kars1 biitiinlesmis bir
miicadele yontemi gelistirilmistir (Heckendorn ve ark. 2006, Heckendorn ve ark. 2007a,
2007D).

Korunga tliketen ruminantlar iizerindeki bir diger olumlu etkisi, hayvanlarda yas
tilketimine bagh siskinlige (Rumen timpanisi) neden olmamasidir. Bu faydali etki, kondense
tanenlerin varlig1 ile yakindan iliskilidir. Fransizca “Sainfoin” sozciigii gergek baglamda
anlamma baktigimizda “Saglikli Saman” anlamina gelmesi korunganin ne denli faydali

oldugunu agiklamaktadir (Hoste ve ark. 2014).

2.2.2 Siskinlik (Rumen Timpanisi) ve Korunga iliskisi

Rumende gaz birikimi, rumen siskinligi olarak tanimlanir. Rumen Timpanisi olarak da
bilinen siskinlik, bazi kosullarda aniden ortaya ¢iktig1 gibi (akut rumen siskinligi) bazen de
siskinlik uzun bir periyodda seyredebilir (kronik rumen sigkinligi). Akut rumen siskinligi, s1gir
koyun ve kegi gibi ruminant hayvanlarin merada otlama asamalarinda goriiliir. Geng ve taze
baklagil yem bitkileri (0zellikle yonca) geng yesil ot ya da ara {iirlinler, pancar, pancar
yapraklari, donmus yemler siskinlige neden olan yemlerdir. Meralarda meydana gelen
siskinlikler, genelde taze, geng ve sulu baklagillerdir. Bu siskinlik taze yonca gibi baklagil yem
bitkilerinin biinyelerinde barindirdigi pektin metilesteraz enzimleri nedeniyle ortaya cikar.

Pektinler rumende kopiiklesmeyi artirarak siskinlige neden olurlar. Bu enzim pektinin



yapisindan metil alkolii ayirarak polifgalaktronik asidin agiga ¢ikmasina neden olur. Bu asit 6n
mide gozlerinin 6zellikle rumen sivisinin viskositesini yiikseltir ve siskinlik meydana gelir.
Hayvanda siskinlik belirtileri goriiliir gériilmez miidahale edilmezse hayvan oksijensiz kalarak
hayatin1 kaybeder (Ozdiiven 2017). Korunga bitkisi i¢erdigi tanenler sayesinde ve yonca da
bulunan pektin metilesteraz enzimini barindirmadigi igin yas tiiketilmis olsa bile hayvanlarda
siskinlige yol agmamaktadir. Yapilan arastirmalarda hayvanlara verilen yemlerde tanen igerikli
yemlerin olmast (1-5 mg tanen/g kuru madde) hayvan saghigi agisindan yararli oldugunu
bildirmislerdir (Ozdiiven 2017, Li ve ark. 1996)

2.3 Mikrosatellitler (Basit Dizi Tekrarlari) ve Kullamm Alanlari

Bilginin her alaninda devam eden teknolojik gelismeler, hangi teknolojilerin
yenilikgiligin etkisinden kurtulacagindan ve ne kadar siireceginden emin olamayacagimiz
anlamina gelmektedir. Yillar gectik¢e, molekiiler genetik yontemlerindeki ilerlemeler, 6zellikle
SSR (Basit dizi tekrarlar1) ve son zamanlarda SNP (Tek niikleotitlik polimorfizm) gibi
molekiiler belirteglerin yaygin bir sekilde kullanilmasmi saglamistir. Cesitli ¢alismalarda
ozellikle kiltiirii yapilan ve/veya yabani bitkilerle ilgili olarak, bu belirtegler kullanilarak
arastirilacak bir¢cok konu oldugu ortaya konulmustur (Carneiro-Vieira ve ark. 2016).

Basit dizi tekrarlar1 (SSR) olarak da bilinen mikrosatellitler, hem 6karyotik hem de
prokaryotik genomlarinda yaygin olarak 1-6 niikleotidli kii¢iik motiflerden olusan, genellikle
kodlama yapmayan, genomda tekrar eden DNA bolgeleridir (Field ve Wills 1998, Toth ve ark.
2000). Genom iizerinde rastgele dagilmis bigimde olan tek baz cifti ile binlerce baz cifti
arasinda yer alan mikrosatellitlerin tiplerine baktigimizda -mono —di, -tri ve tetraniikleotidler
mikrosatellitlerin ana tiplerini olusturmaktadir. Ancak -penta ve —hekza tekrar ciftleri de
genellikle mikrosatellit olarak anilmakta, daha uzun tekrar dizilerine “minisatellit” adi
verilmektedir (Ellegren 2004). Ilk defa mikrosatellit terimi Litt ve Luty tarafindan kullanilmistir
(Litt ve Luty 1989). Mikrosatellitlerin bitki genetik ¢alismalarinda belirteg olarak
kullanilmasina baktigimizda diniikleiotid ve triniikleiotid tekrarlarin genomda bolca bulunmasi,
aragtirmalarda kullanimini yayginlastirmigtir (Morgante ve Olivievi 1993). Populasyon
diizeyinde, mikrosatellitlerin yiiksek polimorfizmi, yeni mutasyonlarin olugmasi, genetik
stiriklenme Vve tekrarlayan bolgelere sahip genlerde seleksiyon sonucu meydana geldigi kabul
edilmektedir (Schldtterer ve Wiehe 1999, Schlétterer 2003). Yapilan arastirmalar belirli tekrar
tiplerinin bollugunun genomik bdlgeye gore degistigini ve dagilimi incelenen taksanomik gruba

Ozgli oldugunu gostermektedir (Toth ve ark. 2000). Mikrosatellitler, PCR teknolojisinin



yardimiyla genetik ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen belirte¢ grubunu olusturmaktadir (Weber
ve May 1989, Liu 1998). Mikrosatellitlerde tekrar bolgelerini kusatan DNA dizileri genellikle
tiirlin bireylerinde ayni1 olmasina ragmen (korunmus diziler) tekrar dizilim sayilar1 bireyler hatta
bireyin homolog kromozomlar1 arasinda dahi farklilik gésterebilmektedir (Yang ve ark. 2015).
Son yillarda mikrosatellit belirtecler arastirmacilarin dikkatini ¢ekerek genetik haritalarin
olusturulmasinda yaygin kullanimlar1 ve cesitli organizmalarda uygulanabilirligi gibi
avantajlariyla arastirmacilart cezp etmistir (Knapik ve ark. 1998, Cregan ve ark. 1999).
Mikrosatellitler hem protein kodlayici hem de kodlamayan bolgelerde genomun herhangi bir
yerinde bulunabilir. Mikrosatellitlerin yiiksek degiskenlikleri nedeniyle nicel genetik varyasyon
meydana getirerek ve muhafaza ederek genom evriminde Onemli bir rol oynadigi
distiniilmektedir (Tautz ve ark. 1986, Kashi ve ark. 1997, Kashi ve Soller 1999)
Mikrosatellitler, kodominant, segici olarak nétr, polimorfizm orani yiiksek kabul edilen
ve mendel kalitimin1 gésteren molekiiler belirteg olmasi nedeniyle (Strassmann ve ark. 1996),
gen haritalama c¢alismalarinda, genetik iliski c¢alismalarinda, ebeveyn tayininde, tiirler igi
varyasyonlarin tespitinde, tiirler arasi hibritlesme g¢alismalarinda, populasyon dinamigi ve
filocografya alanlarinda sik¢a kullanilmaktadir. (Moritz ve Hillis 1996, Chakraborty ve
Kimmel 1999). Ayrica nesli tiikkenmekte olan populasyonlarda iireme davranislarinin,
populasyon yapilarinin ve dagiliminin etkisini degerlendirmek icin de kullanilmaktadir
(Beaumont ve Bruford 1999). Bunlarla birlikte, teknigin maliyetli olmasi, zengin bir bilgi
kiitliphanesine ihtiya¢ duymasi ve ¢aligilan tiirlere 6zgili primerlerin olusturulmasi gibi teknik
zorluk ve maliyetlerde dahil olmak {izere mikrosatellit temelli molekiiler g¢alismalarin
aragtirmalarda kullanimi ile ilgili dezavantajlari da bulunmaktadir (Miah ve ark. 2013).
Ozellikle yiiksek mutasyon hizlar1 gdz oniine alindifinda mikrosatellit belirtegler, genetik
mutasyonlarin ¢evresel etmenlerden nasil etkilendigini, ¢evrenin mutasyonlara olan etkisini
belirlemede de imkan saglamaktadir. Yapilan gesitli ¢alismalarda iyonik radyasyona maruz
birakilan bitki ve hayvan Orneklerinin mikrosatellit bolgelerindeki mutasyon oranlari
gozlemlenmistir (Schloterer ve ark. 2003, Kovalchuk ve ark. 2003). Bu ¢alismalarin bilim
diinyasia farkli dozda radyasyon ve toksik bilesiklerle muamele edilen 6rneklerin kontrol
gruplartyla mukayese edildiginde risk degerlendirilmelerinin yapilmasina yardimci olacagi

diistintilmektedir (Ellegren 2004).
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2.4 Korunga Bitkisinde Yapilmis Calismalar

Literatiirde, farkli arastirmacilar tarafindan yapilmis korunga dahil olmak iizere birgok
farkl1 baklagil bitki tlirii {lizerine yapilmis biyoteknolojik ¢aligmalar mevcuttur. Bu
arastirmalarin basinda ruminantlarda metan emisyonu arastirmalari, korunganin antihelmintik
etkisinin tespiti, kaba yem degerlerinin analizleri gibi hem morfolojik hem de fiziksel 6zellikleri
tizerine calismalar gelmektedir. Korungada molekiiler tekniklerin kullanimi agirlikli olarak
2000’li yillardan sonra ivme kazanmistir. Gelisen teknoloji ve korunganin 6neminin
kesfedilmesi arastirmacilart korunga bitkisine yonlendirmistir. Caligmalar1 inceledigimizde
genetik cesitlilik caligmalari, filogenetik haritalarin olusturulmasi, klasik 1slah ¢alismalari,

transkriptom analizleri ve tiirlerin tespiti lizerine yapilmig arastirmalar mevcuttur.

2.4.1 Genetik Cesitlilik Calismalar:

Bir¢gok arastirmaci tarafindan farkli iilkelerde korunga ile farkli amacgh g¢aligmalar
yapilmistir. El¢i (1954) tarafindan Anadolu’nun 6nemli yem bitkilerinden biri olan korunga
bitkisinin bazi tiirleri tizerinde (O.cana Boiss., O. arenia (Kit.) Dc., O arenaria (Kit.) (yabani
form) ve O. armena Bois.) morfolojik ve biyolojik ¢alismalar yapilmistir. Negri ve ark. (1987)
tarafindan 1982-1984 yillar1 arasinda italya’da korunga bitkisine (Onobrychis viciifolia Scop.)
ait 20 populasyonda 10 morfolojik karakter tizerinde arastirmalar yapilmistir. Negri ve ark.
(1987)’'nin ¢alismasinda korunganin tarimsal ozellikleri belirlenerek gen kaynaklarmin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Aygiin ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada Dogu
Anadolu Bolgesindeki meralardan toplanan 16 korunga (Onobrychis sativa Lam.)
populasyonunda yeni gesit 1slahina kaynak olusturmasi amaci ile morfolojik, fenolojik ve bazi
tarimsal ozellikleri lizerinde arastirma yapilmistir. Balabanli ve ark. (2007) tarafindan Isparta
ilinde yapilan ¢alismada korunganin bazi morfolojik ve tarimsal 6zelliklerini belirlenmistir.
Avci (2010) tarafindan 64 farkli lokasyondan toplanmis Onobrychis cinsi igerisinde yer alan 5
seksiyona ait 40 adet korunga tiiriiniin tohumlari1 {izerinde ve toplanan tohumlar deneme
tarlasina aktarildiktan sonra morfolojik ve fenolojik gozlemler yapilmus, tiirler arasinda yiiksek
oranda varyasyon tespit edilmistir. Ayrica, bazi tiirlere ait populasyonlarda tiir i¢i ¢esitlilik
yiiksek oranda farklilik gosterirken, bazi tiirlerdeki populasyonlarin benzerlik gosterdigi
bildirilmistir. Cebeci (2011) tarafindan Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 40 korunga tiirliniin
morfolojik ve fenolojik 6zellikleri aragtirilmig ve akrabalik iliskileri tespit edilmistir. Burada
ornek verdigimiz calismalardan goriilecegi gibi yapilan ¢alismalar morfolojik, fenolojik ve

tarimsal Ozellikler lizerinde yapilmstir.
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Korungada genetik c¢esitlilik, filogenetik calismalar, bireyler ve aksesyonlar arasi
farkliliklarin tespiti, sitogenetik arastirmalar ve gen aktarim c¢alismalarina da literatiir
taramalarinda rastlanmistir. Birsin ve ark. (2005) tarafindan yapilan c¢alismada partikiil
bombardimani sistemi kullanilarak korunga bitkisine gen aktariminda uygun parametrelerin
belirlenmesi amaglanmistir. Caligmada, eksplant olarak korunga kotiledonlari, mikro tasiyici
olarak 1,0 um g¢apindaki altin pargaciklari ve belirte¢ gen olarak ise ‘pB1221.23” plazmidinde
bulunan GUS (8 glucuronidase) geni kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore, korunga
kotiledonlarina pargacik bombardimani ile gen aktariminda, dogrudan gliserol ile hazirlanan
mikro tastyicilarin 1350 psi’lik basingta firlatilmasi ile en iyi sonuca ulasildigi bildirilmistir.
Massoud ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Iran’da yayilis gdsteren yabani korunga
populasyonlarinin sitogenetik analizi yapilmistir. Calismada korungaya ait 3 tiir (O. viciifolia,
O. transcaucasica ve O. altissima) kullanilmistir. Bu tiirlerden O. viciifolia ve O. altissima
tetraploid (2n=4x=28), O. transcaucasica’nin ise diploid (2n=2x=14) oldugu tespit edilmistir.

Onobrychis tiirii i¢in spesifik olarak dizayn edilmis mikrosatellit belirtecleri yeterli
sayida bulunmamasina ragmen diger baklagil tiirlerinde dizayn edilmis belirteglerin korunga
tirlerinde denenmesine yonelik ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Carbonero (2011) tarafindan
yapilan tez caligmasinda, 291 farkli korunga aksesyonu hem morfolojik hem de molekiiler
tabanli olarak arastirilmistir. Aksesyonlar arasi ¢esitliligin belirlenmesi i¢in AFLP ve SSR
belirtegleri kullanilmistir. Carbonero ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada
Onobrychis cinsine ait toplam 291 aksesyonda niiklear (ITS bolgesi) ve kloroplast (trnL-trnF)
belirteglerini kullanarak filogenetik karakterizasyon yapilmistir. Demdoum ve ark. (2012)
tarafindan yapilan arastirmada Medicago trancatula’dan segilen 24 SSR primeri ve Glysine
max’dan segilen 3 SSR primeri kullanilarak 23 korunga aksesyonunda genetik benzerlik orani
belirlenmigtir. Secilen 27 SSR primerinden 22 tanesinde PCR ¢ogaltimi basarili olmus ve %52
oraninda polimorfizm tespit edilmistir.

Nosrati ve ark. (2012) korunga bitkisinde yaptiklar1 calismada, 5 RAPD primerleri ile
farkli bolgelerden ve farkli stres kosullar altinda olarak toplanan 5 korunga populasyonunda,
populasyonlar i¢i ve populasyonlar aras1 genetik cesitliligi arastirmiglardir. Caligmalarinda ayni
stres kosullar1 altinda olan populasyonlarin benzer oldugu sonucuna ulasilmigtir. Bandara ve
ark. (2013), 41 Onobrychis tiiriine ait 78 aksesyonda niiklear (ITS bolgesi) ve kloroplast (matK)
belirteglerini kullanarak molekiiler filogenetik analizler yapmustir. Toluei ve ark. (2013a), Iran
bolgesinden 6rneklenen 14 Onobrychis altissima populasyonunda ISSR primerleri kullanarak
molekiiler karakterizasyon ¢aligmasi yapmustir. Yine Toluei ve ark. (2013b) tarafindan yapilan

bir diger calismada O. carduchorum‘un Iran populasyonlarinda niiklear ribosomal DNA (ITS
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bolgesi) ve ISSR primerleri kullanilarak genetik varyasyonun belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu
calisgmada hem ITS hem de ISSR verilerinin O. carduchorum‘un populasyonun filogenetik
olarak farklilagsma zamanina bakildiginda en geng tiir oldugunu destekledigi bildirilmistir.

Okcu ve ark. (2013) tarafindan 5 Onobrychis seksiyonuna ait Dogu Anadolu
bolgesinden toplanan tiirlerde 15 RAPD belirteci kullanilarak ve SDS-PAGE ile protein analizi
ile genetik karakterizasyon c¢aligmasi yapilmistir. Rasouli ve ark. (2013) tarafindan yapilan
calismada 36 korunga populasyonunda genetik ¢esitlilige bakmislardir. 5 RAPD primerinin
kullanildig1 bu ¢alismada Divandara (%80) populasyonunun yiiksek polimorfizm gdsterdigi,
Aligodarz (%49) populasyonunun ise diisiik polimorfizm gosterdigi tespit edilmistir.

Zarrabian ve ark. (2013)’nin galismasinda, Diinya ¢apindan 6rneklenen 80 korunga
aksesyonunda anatomik, morfolojik ve molekiiler (ISSR analizi ile) belirtegler kullanilarak
genetik cesitlilik belirlenmistir. Calismada 45 ISSR primeri kullanilmis, degerlendirmeye
alman 22 ISSR primerinden toplam 275 bant elde edilmistir. Calismada genetik ¢esitliligin
biiyiik cogunlugunun aksesyonlar arasinda oldugu, cografik gruplar arsindaki cesitliligin daha
az oldugu ve Asya ile Dogu Avrupa’nin tiirlin ana cesitlilik merkezinin olabilecegi
bildirilmistir. Hejrankesh ve ark. (2014) Azerbaycan 10 yerel korunga gesitlerinde RAPD
molekiiler belirtegleriyle yaptiklar: genetik ¢esitliligin belirlenmesi ¢alismalarinda, 20 RAPD
primeri kullanilmis, bu primerlerden 10 tanesi polimorfizm gostermistir.

Avci ve ark. (2014) tarafindan Tiirkiye’den 6rneklenen 58 Onobrychis taksonu tizerinde
yapilan ¢alismada yakin akraba tiirlerine ait 95 SSR lokusu denenmis, bu lokuslardan 14 tanesi
genetik cesitliligin belirlenmesi amaci ile kullanilmistir. Bu calismada belirlenen genetik
cesitlilik ve PIC degerleri, P. vulgaris primerlerinin Onobrychis genomu i¢in en bilgi verici
lokuslar oldugunu gostermistir. Ayrica, en yiiksek genetik ¢esitlilik Onobrychis argyrea Boiss.
subsp argyrea Boiss. tiirlinde, en diisiik genetik ¢esitlilik Onobrychis cornuta (L.) Desv.
tirtinde bulunmustur. Kar ve ark. (2014), niiklear ribosomal DNA (ITS bélgesi) ve plastid trnL-
trnF DNA dizi bilgisini kullanarak 73 Onobrychis tiiriinde molekiiler filogenetik ¢aligmalar
yapmistir.

Kempf ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada, 3 korunga populasyonunda kendine
dollenmenin sonuglarint ve bitki morfolojisine etkisi arastirilmistir. Yapay ve dogal dollenme
yapilarak bireyler elde edilmis, ilk defa molekiiler tabanli belirtecler (4 SRAP primeri ve 2 SSR
primeri) kullanilarak analiz yapilmistir. Calisma sonucunda SRAP markoérleriyle kendine
dollenmis veya yabanci dollenmis bireyleri ayirt edilebilecegi goriilmiis, SSR markdrleriyle bu

sonug desteklenmistir.
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Zarrabian ve Majidi (2015) Iran’da yaptiklar: bir arastirmada, 33 korunga tiirii 102
aksesyonda 22 ISSR primeri kullanarak tiirler i¢i ve tiirler aras1 genetik ¢esitlilik incelenmistir.
Calisilan 22 ISSR primerinden 243 bant elde edilmis, 235 bant polimorfik olarak (%96,7)
saptanmustir. Polimorfik bilgi icerigi (PIC) ortalama 0,41 olarak belirlenmistir. Irani ve ark.
(2015) yaptiklar1 diger bir galismada, 22 farkli korunga aksesyonunu SSR belirtecleri
kullanarak incelemistir. Elde edilen verilere gére PIC degerinin 0,20-0,43 arasinda degistigi
(ortalama 0,33) tespit edilmistir. AMOVA’ya gore genetik cesitliligin %69,5 oraninda
populasyon iginde oldugu belirlenmistir.

Nosrati ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, Dogu Azerbaycan ve iran yabani
korunga populasyonlar1 arasindaki ekocografik varyasyon dort ISSR belirtegleriyle
incelenmistir. Elde edilen sonuclar populasyonlar arasinda polimorfik ISSR lokuslarinin
%38,75 ile % 61,25 arasinda degistigini gostermistir. Kempf ve ark. (2016a) tarafindan yapilan
caligmada, SSR belirtegleri ile 32 korunga germplazmlariin polimorfizm oranlar1 saptanmastir.
32 bireyde 400 primer denenmis 101 primer polimorfizm gostermistir. Bireyler arasinda 1154
allel tespit edilmis ve 250 allel bireylere 6zgii (private) allel olarak bulunmustur. Ortalama PIC
degeri 0,14-0,36 arasinda belirlenmistir. Bu ¢aligma gelecekte yapilacak olan korunga 1slah ve
molekiiler caligmalarina katki saglamak ve korunga orijinlerinin belirlenmesinde faydali olmak
amaciyla yapilmistir. Kempf ve ark. (2016b)’nin yaptiklar1 diger bir ¢alismada, 3 korunga
populasyonunda kendileme oranlarinin tespiti icin SRAP ve SSR belirteclerini kullanmustir.
Yapay ve dogal tozlagma ortamlar1 saglanarak tozlagsma saglanmis, yapay tozlasma ortaminda

%64,8 oraninda ve dogal tozlagsma ortaminda %3,9 oraninda kendileme oldugu tespit edilmistir.

2.4.2 Korunga Islah Calismalari

Cogu yem bitkileri 1slah programlarinin amaci, kuru madde verimini artirmak, bitkide
stirekliligi saglamak ve otlatmaya toleransi gelistirmektir (Sottie 2014). Korunganin sahip
oldugu istiin 6zelliklerden dolayr Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’nin bir¢ok yerinde uzun
yillar 6nemli bir yem bitkisi olarak yetistirilmesine ragmen 19601 yillarda ekim nobeti
sistemlerinde kiglik tahillarin yayginlasmasi ile genelde tiim baklagillerin ekim alanlarinda
daralmalar meydana gelmistir (Rochon ve ark. 2004). Bunun sonucunda nispeten veriminin
daha diisiik olmasi, miir uzunlugunun daha kisa olmasi ve ilk bigimden sonraki gelismesinin
yavas olmasi gibi sebeplerden dolay1 diinyanin bir ¢ok yerinde korunga bitkisinin yetistiriciligi
hemen hemen terk edilerek diger yem bitkilerine yonelme olmus ve sadece Dogu Avrupa,

Ispanya, Italya, Iran ve {ilkemizin belirli alanlarinda tarimi yapilir hale gelmistir (Eken ve ark.,

14



2004). Ancak giiniimiizde tiim diinyada sartlar degismeye baslamistir ve baklagil bitkilerine
ozelliklede korungaya olan ilgi tekrar artmaya baslamistir. Buna paralel olarak ortaya ¢ikan
Avrupa Birligi (AB) Baklagil Yem Bitkileri Arastirma Projesi olan Healthy Hay, 2012 yilinda
AB finansorliiginde 12 arastirmaci Kurum ve Kurulusun dahil oldugu, Avrupa genelinde
faaliyet gosteren bir arastirma projesidir. 3.5 Milyon € biitgeli olan bu projede; 362 farkli
korunga tiirii tespit edilmistir. Healthy Hay Projesi’nin bilimsel ve teknik hedeflerini bir biitiin
olarak baktigimizda, hayvanlarda saglikli beslenme, ¢evre ve veteriner yararlarini koruyarak
AB’de yeni korunga 1slah programlarinin temellerini atmaktir. Proje dogrultusunda tespit edilen
tiirlerden {imit var olanlar kullanilarak ¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢aligmalar;

» Genetik Analizler
Tarimsal Degerlendirmeler
Biyolojik ve Kimyasal Analizler
Hayvan Beslenme Icerikleri
Cevresel Degerlendirmeler

Anti parazit Yararlar

V V.V V V V

Korunga Literatiir Taramalar1 igin Metodolojilerin Gelistirilmesi bagliklar1 altinda
toplanmaktadir (Anonim 2017c¢).

Giliniimiizde korunga 1slah ¢alismalar1 belirli yerlerde yapilmakta ve sadece gelistirilen
birkag cesit diinya capinda kullanilmaktadir. Avrupa Komisyonu Bitki Cesitliligi Katalogu ve
Veritabaninda kayitli 23 korunga ¢esidi yer almaktadir (Anonim 2017d). Bu gesitlerin
menseilerine baktigimizda yalnizca birkag iilkeden gelmekte bu iilkelerin basinda Italya, Isvicre
ve Dogu-Giiney Avrupa gelmektedir. Islah calismalarinin gegmisine baktigimizda 1940 ve
1960’lara kadar uzanmaktadir, 20 yillik bir aradan sonra 1990’larda tekrar ivme kazanmistir
(Carbonero 2011). Korunga gesitleri ve gelistiren iilkeler arasinda Melrose ve Nova (Kanada),
Fakir (Fransa), Eski, Remont ve Renumex (Amerika Birlesik Devletleri), Emry (Macaristan),
Zeus ve Vala (Italya) ve Othello (Avustralya) yer almaktadir. Melrose, 1963 yilinda Kanada'da
gelistirilen ilk ¢esittir ve onu 1980'de piyasaya siiriilen Nova takip etmektedir (Goplen ve ark.
1991). Ulkemizde korunga bitkisinde 1slah edilen sadece 2 ¢esit mevcuttur. Bunlardan ilki Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan 2003 yilinda ilk 1slah edilen korunga cesidi
Ozerbey, ikincisi ise Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii Tarafindan 2005 yilinda 1slah

edilen Liitfiibey ¢esididir (Anonim 2017e, Anonim 2017f).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Bitki Materyali

Bu tez calismasinda; bitki materyali olarak iilkemizin tescilli 2 korunga ¢esidi ve biri
yurt dist kaynakli diger ikisi yurt i¢i kaynakli 3 populasyon kullanilmistir (Cizelge 3.1).
Korunga populasyonlart Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii,
Cayir Mera Yem Bitkileri Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Metin TUNA’dan temin

edilmistir. Elde edilen tohumlar serada ¢imlendirilmis 8 Haziran 2016°da tarlaya dikilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan korunga gesit ve populasyonlari

Cesit/Populasyon Kodu | Cesit/Populasyon Adi Orijin
o) Ozerbey Tescilli ¢esit
L Liitfiibey Tescilli ¢esit
P Pleven Bulgaristan populasyonu
K1l Kirsehir-1 Kirsehir bolgesinde yetistirilen
K2 Kirsehir-2 yerel populasyonlar
3.2 DNA izolasyonu

Korunga (Onobrcyhis viciifolia Scop.) bitkisinden saf DNA elde etmek igerdigi yiiksek
tanen ve ikincil bilesikler nedeniyle giiclesmektedir. Arastirmacilar korunga ve tibbi aromatik
bitkiler gibi polisakkarit ve polifenolce zengin bitkilerde yiiksek molekiil agirlikli DNA
izolasyon problemlerini su sekilde tanimlamislardir; DNA'nin endoniikleazlara bagli olarak
pargalanmasi, yiiksek derecede yapiskan olan polisakkaritlerin ortak izolasyonu, polifenoller
ve diger ikincil bilesiklerin saf DNA eldesini 6nlemesi ve dogrudan veya dolayli olarak
enzimatik reaksiyonlara miidahale ederek saf DNA izolasyonunu etkilemesidir (Weishing ve
ark. 1995).

Kaliteli ve 1y1 miktarda DNA izolasyonu yapabilmek i¢in bu tez ¢aligma kapsaminda
birden ¢ok izolasyon metodu ve modifikasyonlar1 denenmistir (Thompson ve Murray 1980,
Dellaporta ve ark. 1983, Doyle Doyle 1990, Souza ve ark. 2012, Healey ve ark. 2014). Bu
metotlarin haricinde Vivantis GF-1 DNA izolasyon kiti de denenmistir. DNA izolasyonu
optimizasyonlart sonucunda kalite ve miktar agisindan en iyi olan ve PCR analizlerinde
istenilen kalitede sonu¢ veren DNA o6rnegi Doyle Doyle (1990) metodu kullanilarak elde
edildiginden Doyle Doyle (1990) tarafindan bildirilen metot kullanilmistir. Yapilan bu tez

caligmas1 kapsaminda her bir korunga populasyonuna ait 20 bireyden taze ve gen¢ yaprak
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ornekleri alinmis, Retsch® MM4000 modeli bir homojenizatoér yardimryla 2 ml’lik santrifiij
tiipleri i¢inde ezilmistir. Homejenizasyon islemi i¢in i¢in her bir tiipe 3’er adet 3 mm’lik bilye
eklenmistir. Homejenizasyon siiresi 4 dk ve titresim frekansi 30 olarak ayarlanmustir. Iyice
ezildiklerinden emin olduktan sonra homejenizasyon islemi tamamlanarak ve bilyeler miknatis

yardimiyla tiiplerden ¢ekilerek drnekler DNA izolasyonuna hazir hale getirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Korunga 6rneklerinin Retsch® MM4000 model vibrasyonlu homojenizatér ile
ezilmesi
DNA izolasyonunda yararlanilan protokoliin basamaklar1 soyledir;
1. lyice ezilen taze yaprak &rneklerinin iizerine 600 ul 6nceden 65°C 1sitilmis dziitleme
tamponu (200 mM TRIS-HCI, 50 mM EDTA, 2M NaCl, 10mM B-Mercaptoethanol,
%2 CTAB, pH:8) eklenmistir.
2. Her bir tiipe bir miktar PVP eklenerek iyice vortekslenmis, ¢alkalayicili 1sitict blokta
65°C de 1 saat 1000 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
3. Her bir 6rnege 350 ul 5SM potasyum asetat eklenmis, nazikg¢e ¢alkalanmis buzlu kapta
+4°C’de buzdolabinda 20 dk bekletilmistir.
4. 13000 rpm’de sogutmali santrifiijde 20 dk santrifiij edilmistir.
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Ustteki s1v1 kistm (supernatant) steril 2 ml’lik santrifiij tiiplerine aktariimistir.

Her bir tiipe esit hacimde Choloroform:Isoamylalcohol (24:1) eklenmis ve 15 dk
vortekslenmistir.

10000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.

Ustteki s1vi kisim steril 2 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

Her bir tiipe esit hacimde Choloroform: Isoamylalcohol (24:1) eklenmis ve 15 dk

vortekslenmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Homojenizasyon sonrasi 6rneklere Choloroform: Isoamylalcohol eklenerek

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.

18.

19.

20.

santrifiij sonrasi faz ayrimi

10000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.

Ustteki stvi kistm steril 1,5 mI’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

Her bir 6rnege 800 ul soguk Isopropanol eklenmis, -20°C’de gece boyu bekletilmistir.
13000 rpm’de sogutmali santrifiijde 15 dk santrifiij edilmistir.

Ust kisim dokiilerek pellet bir miktar kurumaya birakilmistir.

Yavagca yerinden hareket ettirilen pellet tizerine 1000 pl soguk %70 lik ethanol
eklenmis, 13000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.

Ust kisim yavasca dokiilerek pellet bir miktar kurumaya birakilmistir.

Yavasga yerinden hareket ettirilen pellet tizerine 1000 pl soguk %70 lik ethanol
eklenmis, 13000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.

Ust kisim yavasca dokiilerek alkoliin iyice ugmasi igin tiipler ters cevrilmis sekilde
kurumaya birakilmstir.

Her bir 6rnege 100 ul TE tamponu (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, pH:8) eklenmis,
37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

Elde edilen DNA o6rnekleri PCR islemleri gergeklesinceye kadar +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.3 izole Edilen DNA Orneklerinde Kalite ve Miktar Tayini

Izole edilen DNA 6rneklerinin kalite ve miktar tayinleri (UV 15181 altinda 260nm/280nm
ve 260nm/230nm) Nanodrop® 1000 spektrofotometre cihazi yardimiyla olgiilmiistiir (Sekil
3.3). DNA 6rneklerinin 6l¢iimleri, Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Bitki
Biyoteknolojisi Laboratuvarinda ve Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii Molekiiler Genetik

Laboratuvarinda yapilmistir. Yapilan 6l¢timler sonucu, dlgiilen DNA miktari, 24,82 ng/ul ile

396,34 ng/ul arasinda degismekte, 260/280 nm degeri ise 1,65 ile 2,24 arasinda belirlenmistir
(Sekil 3.4).

Sekil 3.3. Thermo Scientific Nanodrop® 1000 Spektrofotometre cihazi kullanilarak DNA
miktar ve kalite tayini

Sekil 3.4. Nanodrop® 1000 spektrofotometre ile miktar ve kalitesi 6l¢iilmiis DNA &rnekleri
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Izole edilen DNAlarm kalitesini ve kiriklarm olup olmadigini kontrol etmek igin izole
edilen 6rneklerden 10 ul DNA ve 2 pul yiikleme boyasiyla karistirilmistir, RedSafe Nucleic Acid
Staining Solution igeren %1°lik agaroz jel i¢inde 1X TBE tamponunda 90 Voltta 45 dk
yiriitillerek UV 151k altinda Gel Imaging System Vilber Lourmat Quantum STS5 ile goriintii
almmustir (Sekil 3.5).

010 014 K1-7 K18 K214 K2-16

-——

— -

——‘r—q-—a

Sekil 3.5. Korunga cesit ve populasyonlarina ait izole edilen bazi DNA 6rneklerinin

%1°lik agaroz jeldeki goriintiileri

3.4 Mikrosatellit (SSR) Primerlerinin Belirlenmesi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Analizleri ve Elektroforez

Elde edilen DNA’lar genomik DNA’ya spesifik SSR primerleri kullanilarak SSR
lokuslarinin c¢ogaltilmasinda kullanilmistir. Cesitli literatiir taramalar1 sonucunda korunga
molekiiler ¢alismalarinda korunganin yakin akraba tiirlerinden gelistirilen SSR primerlerinin
kullanildig1 belirlenmistir. Bu arastirmalar sonucunda (Peakall ve ark. 1998, Gaitan-solis ve
ark. 2002, Julier ve ark. 2003, Gutierrez ve ark. 2005, Zhang ve ark. 2007, Carbonero 2011,
Demdoum ve ark. 2012, Avci ve ark. 2014) korunga genotiplerinin genetik ¢esitliligini
belirlemek icin kullanabilecegimiz SSR lokuslari taranmis ve bu arastirmacilarin kullandig:
korungaya yakin akrabalarindan gelistirilen primerler ¢alismamiz i¢in denenmistir. Kempf ve
ark. (2016a) tarafindan yapilan ¢alismada 32 korunga aksesyonu tizerinde 400 SSR primeri
gelistirilerek denendigi ve bu primerlerden 101 SSR primerinin polimorfizm gosterdigi
bildirilmistir, bu nedenle bu tez ¢alismasinda korungaya 6zgii olan 101 SSR primerinden
secilmis 10 SSR primer ¢ifti ¢alisilmak iizere belirlenmistir. Belirlenen primerlerin;
polimorfizm oranlarinin yliksek olmasi, polimorfizm saglanmasi i¢in allel sayilarinin yeterli
diizeyde olmasi, ayni isaretleyicilerle isaretli olan primerlerin multipleks PCR analizi

yapabilmek i¢in PCR {iriinlerinin farkli uzunluklarda olmasi ve PIC (polimorfizm bilgi igerigi)
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degerinin de artikca polimorfizm oraninin artacagi i¢in, PIC degerinin yiiksek olmas1 gibi
ozellikler goz 6niinde bulundurulmustur.

Bu ¢alismada, ekonomik olmasi sebebiyle Schuelke (2000) tarafindan gelistirilen M 13
isaretleme yontemi kullanilmis, kullanilan primerler Cizelge 3.2°de verilmistir. M13 kuyruklu
primer yontemi, siklikla SSR’larin analizi i¢in floresan primer etiketleme maliyeti,
etiketlenmemis bir primer sentezinden genellikle bes ile on kat daha pahali olmasi sebebiyle
calismalarin daha ekonomik olmasi igin gelistirilmistir. Bu ti¢lii primer stratejisinde PCR, bir
M13 sekanslama primerinin sekansi ile ayni olan, 5’-ucunda bir niikleotid uzantisi olan bir ileri
primer, standart bir uzunluktaki geri primer ve floresan etiketli bir M13 primer kullanilarak
gerceklestirilmektedir. PCR sirasinda SSR iiriinii, ilk birka¢ dongliden sonra M 13 primerlerinin
katilimini takiben floresan olarak etiketlenmis olmaktadir. Bu nedenle, her bir SSR lokusu i¢in
floresanla etiketlenmis bir primer sentezlemek yerine yalnizca M13 primer etiketli bir primer

yeterli olmaktadir (Schuelke 2000).

Cizelge 3.2. Calismada kullanilmak tizere belirlenen SSR primerlerine ait bilgiler

Primer . . il , y Tekrar
Ady Primer Dizisi (Sekansi) 5' = 3 Motifi

M13-FAM 5-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3
OVKO036-F | 5> TGTAAAACGACGGCCAGTGTGTTAAAGGGGTGAAAACAT-3' (AGGT)s
OVKO036-R | 5> CATTTTGACAAACCAGTATCC 3’
M13-VIC 5°-VIC- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3
OVKO094-F | 3 TGTAAAACGACGGCCAGTACCGATCTTAGGATAGATGGA 3 (TTGCG)s
OVK094-R | 5> ACTTTTGGTTGCTTAGTCGAT 3’
M13-NED 5’-NED- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3
OVK125-F | 3 TGTAAAACGACGGCCAGTAAATTTAAGCACCGGAATAAC-3' (CATTT)s
OVKI125-R | 5> AAAGCAAAAGGGCTACTAAAG 3’
M13-FAM 5’-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3
OVMO033-F | 3 TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGCTTATTTGGTTAACAG-3' (CTC)s
OVMO033R 5> ATACTATTTCCCATGCCTACC 3’
M13-FAM 5-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3
OVKI161-F | 5 TGTAAAACGACGGCCAGTAAAGCTTTCTACACGTTGGTA-3' (TTCC)s
OVK161-R | 8 TGGGTTTTTACACTCTGTGAT 3’
M13-PET 5’-PET- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’
OVM125-F | 5 TGTAAAACGACGGCCAGTATTCTTTCAACAAGCAAGTGA-3' (AAATT)s
OVM125-R | 5 CTGCAATTCCATCCTATTTTA 3’
M13-VIC 5°-VIC- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3
OVKO046-F | 5> TGTAAAACGACGGCCAGTTCAACCACATTATAAAACCTCA-3! (AGTG)s
OVKO046-R | 5 CGCGAAATCATAGTTCACTT 3
M13-NED 5’-NED- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3
OVKO061-F | 3 TGTAAAACGACGGCCAGTTTAACACACGTACGTACCACA-3' (GTA)
OVMO061-R |  TTTGTCGTTGATCGTTAAGTT 3’
M13-PET 5’-PET- TGT AAA ACG ACG GCC AGT ¥
OVK174-F | 3 TGTAAAACGACGGCCAGTACATGATCGTGAATATGAAGC-3" (GGCCC)s
OVK174-R | 5> CAGCAGCAATCAATATATCATC 3’
M13-PET 5’-PET- TGT AAA ACG ACG GCC AGT ¥
OVK101-F | 3 TGTAAAACGACGGCCAGTGTTGAGTTTCAGACACAGAGC-3" (CTAA)
OVK101-R | 5 AATAGCTCCCACAATAACTCC 3
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Bu tez calisma kapsaminda, SSR primerleri i¢cin PCR analizleri Kempf ve ark.
(2016a)’nin calismasindaki reaksiyon kosullarinda ve PCR dongiilerinde denenmis, ayrica
laboratuvar sartlarimiza uygun gerekli optimizasyonlar1 yapilmistir. PCR optimizasyonu igin
farklt DNA miktar1 (10, 20, 50 ng), primer (1, 2, 3 ve 5 pmol), dNTP (0,2, 0,3 ve 0,5 mM),
MgCl> (1,5, 2 ve 2,5 mM) ve Taqg DNA polimeraz (1, 1,5 ve 2 U) konsantrasyonlari
denenmistir. Optimize edilen reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.3’de verilmistir. Ayrica optimize
edilen PCR dongtileri Cizelge 3.4°de verilmistir. PCR islemine baslarken, 6nce her bir DNA
orneginden 2 pl (yaklasik 100 ng) 0,2 ml PCR tiiplerine konulmus ve daha sonra ise PCR
karisimi  (mastermix) hazirlanmistir. Hazirlanan PCR  karigimi  vorteks karistirict ile
karistirildiktan sonra her bir tiipe 8 pl dagitilip toplam son hacim 10 pl olacak sekilde
hazirlanmistir. DNA amplifikasyonlar1 Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4 de gosterilen kosullarda
Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler ve Applied Biosystems® Proflex™ PCR
System Thermal Cycler kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.6).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan SSR primerleri i¢in optimize edilmis PCR kosullari

PCR Karisim Son Konsantrasyon
10X PCR Tamponu 1X

MgCl2 1,5 mM

dNTPs 0,2 mM

M13 Primer 3 pmol
Tleri (F) Primer 1 pmol
Geri (R) Primer 3 pmol
Taq DNA Polimeraz 15U
DNA 100 ng

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan SSR primerleri i¢in optimize edilen PCR dongiileri

Basamak Sicakhik Siire Déngii
Sayisi
1 94°C 5 dk 1
94°C 30 sn
2 56°C 45 sn 30
72°C 45 sn
94°C 30 sn
3 53°C 45 sn 10
72°C 45 sn
4 72°C 10 dk 1
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Sekil 3.6. Thermal Cycler cihazlarinda DNA amplifikasyonlar1 ve Elektroforez

PCR iiriinleri elektroforez de goriintiileme yapilana kadar, aliminyum folyoya sarilmis
bir sekilde +4°C’de tutulmustur. Bantlarin istenilen bolgede olup olmadigini ve spesifik
baglanmalarin olup olmadigini kontrol etmek i¢in RedSafe Nucleic Acid Staining Solution
iceren %2’lik agaroz jelde 1X TBE tamponunda 110 Voltta yaklasik 120 dk yiiriitiilmiistiir
(Sekil 3.7, Sekil 3.8). Bantlar UV 1s1k altinda Gel Imaning System Vilber Lourmat Quantum
ST5 ile goriintiilenmistir.

100bp K2-13P11 P12 19 O1 O3 O6 P17 K2-13 P11 P12 19 O1 O3 O6 P17

— . — — Sg—
OVEKO36 - o OVEKO094

2 3 e . - i -—

100bp K2-13P11 P12 19 O1 O3 O6 P17

100 K2-12°13 14 15 16 17 18219
bp

B

OVKI125 OVK161

100bp K2-13P11 P12 19 O1 O3 O6 P17 K2-13 P11 7P12 19 61 O3 O6 P17

.. s - -

Sekil 3.7. O. viciifolia gesit ve populasyonlarina ait bazi 6rneklerin PCR iiriinlerinin UV 151k
altindaki jel goriintisi (OVKO036, OVK094, OVK125, OVK161, OVMO033,
OVM125)
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100bp K2-13P11P12 PI7TL9 O1 O3 06 06 03 O1 L9 P17 Pi2 P11K2-13

. R -

-—a» L B
OVI?M?... ov%mi...'

100bp K2-13PI1PI2 P1719 Ol O3 O6 K213 P11l P12P17 L8 O1i O3 O6

OVK174 OVMO061

Sekil 3.8. O. viciifolia gesit ve populasyonlarina ait bazi 6rneklerin PCR {iriinlerinin UV 151k
altindaki jel goriintiisii (OVKO046, OVK101, OVK174, OVMO061)

Elde edilen PCR iiriinlerinin DNA par¢a (fragment) biiyiikliiklerini belirlemek i¢in
hizmet alimi yapilmistir. Calisilan ¢esit ve populasyonlardaki orneklerden DNA parga
(fragment) analizlerinin sonuglar1 laboratuvarimizda GeneMapper Software 5.0 (Applied
Biosystems) yazilimi ile degerlendirilmis ve primerlerin sahip oldugu allellerin biiytiklikleri
tespit edilmistir. GeneMapper Software 5.0 programi yardimiyla incelenen primerlere ait
allellerin biiyiikliklerini gosteren ornekler asagidaki sekillerde verilmistir (Sekil 3.9, Sekil
3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil
3.18).
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Sekil 3.9. OVKO036 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems)
programindaki goriintiisii
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Sekil 3.9. OVKO036 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems)
programindaki goriintiisii
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Sekil 3.10. OVKO094 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied
Biosystems) programindaki goriintiisii
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Sekil 3.11. OVK125 no'lu primere ait allellerin GeneMapper
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Sekil 3.18. OVK101 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied
Biosystems) programindaki goriintiisti
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3.5 Verilerin istatistiksel Analizi

Biitiin populasyonlart degerlendirdigimizde iki ve ikiden daha fazla allele sahip olan
mikrosatellit bolgesi polimorfik lokus olarak degerlendirmeye alinmaktadir. Bu sebeple
polimorfizm o6l¢iitii olarak, bir lokusdaki allel sayis1 baz alinmistir. Cesit ve populasyonlarin
genetik yapisini belirleyebilmek ve ¢esitliligini saptamak igin her birinde, polimorfik lokuslar
ve ylizdeleri, polimorfik lokuslarda goézlenen allel sayist (Na), etkili allel sayst (Ne), Nei
(1987)’nin genetik c¢esitlilik degeri (h), Nei (1987)’nin tarafsiz genetik ¢esitlilik degeri (uh),
Shanon sabiti (I) ve standart hatalar1 hesaplanmistir. Polimorfizm yiizdesini belirlemek i¢in,
polimorfik lokuslarin sayisi, toplam lokus sayisina boliinmesi formiilii kullanilmistir. Ortalama
allel sayisi, calisilan her bir populasyondaki her bir lokusun sahip oldugu allel sayisinin
aritmetik ortalamasi alinarak bulunur. Polimorfik bilgi igerigi (PIC), bir belirtecin
populasyondaki polimorfizmini belirlemek i¢in kullanilan énemli bir degerdir. PIC degeri, bir
lokusa ait allel sayisina ve allelerin populasyon i¢indeki dagilimlarina gore degisiklik
gosterebilir. Bu tez kapsaminda kullanilan bireylerdeki her bir mikrosatellit lokusu i¢in
polimorfik bilgi igerigi (PIC) degeri Roldan-Ruiz ve ark. (2000)’nin dominant belirtegler igin
her bir allelin PIC degeri hesaplanmasi i¢in gelistirdikleri asagidaki formiil ile hesaplanmistir;

PIC; = 2f; (1-fi)

Formiildeki ‘PICy’, i allelinin polimorfik bilgi icerigini, fi ise i allelinin bireylerde
varhigmin frekansini ifade etmektedir (Roldan-Ruiz ve ark. 2000). Calisilan korunga bireyleri
tetraploid yapida oldugu i¢in, her bir 6rnekte SSR primerine ait allelin gézlenmesi durumunda
1 rakami, gézlenmemesi durumunda ise 0 rakami kullanilarak istatistiki analizler yapilmistir.

Istatistiki analizler icin elde edilen veriler GenAlEx [(Version 6.5) (http://biology-
assets.anu.edu.au/GenAlEx/Download.html)] (Peakall ve Smouse 2006) istatistik yazilim
programi kullanmilarak yapilmistir. Basamakli mutasyon modeline goére molekiiler varyans
analizinde (AMOVA) GenAlEx [(Version 6.5) istatistik programindan yararlanilmistir.
Nei’nin populasyonlar arasindaki genetik farklilagsma diizeyini tespit etmek ve yakin baglanti
agaglarin1 olusturmak i¢in Nei’nin tarafsiz genetik mesafe ve benzerlik katsayilari
hesaplanmigtir (Nei 1987). Sonuglarin daha anlagilir bir sekilde sergilenebilmesi i¢in Nei’nin
tarafsiz genetik mesafe katsayisi ve UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic
Average) kiimelendirme yontemi kullanarak bir dendrogram olusturulmustur (Sneath ve Sokal
1973, Isik ve ark. 2005). Bu dendrogramin olusturulmasinda MEGAG6: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis Version 6.0 programindan yararlanilmistir (Tamura ve ark. 2013).
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4. BULGULAR
4.1 Mikrosatellit (SSR) Primerlerine ait Allellerin Belirlenmesi

Mikrosatellit (SSR) primerlerine ait allelleri belirleyebilmek i¢in; analiz edilen her bir
primer bir lokus ve her bir primerin ¢ogalttigi farkli niikleotid uzunlugundaki DNA pargalari
tek bir allel olarak degerlendirilmistir. Bu ilkeyi baz alarak, analiz ettigimiz 10 SSR primeri
igin, 5 korunga ¢esit ve populasyonuna ait toplam 91 6rnegin her birinin sahip oldugu alleller
belirlenmis olup ve bu allellerin frekanslar1 ayr1 ayr1 hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1°de c¢alisilan 2 gesit (Ozerbey ve Liitfiibey) ve 3 populasyon (Pleven,
Kirsehir-1 ve Kirsehir-2) ve 10 SSR lokusuna (OVKO036, OVKO094, OVK125, OVMO033,
OVK161, OVM125, OVK046, OVMO061, OVK174, OVK101) ait primerler ve baz ¢ifti (bg)
olarak biiyiikliikleri gosterilmistir. Biitiin populasyonlari bir biitiin olarak degerlendirdigimizde
on SSR primerinin tamami polimorfik olarak saptanmistir. Populasyonlari ayr1 ayri ele
aldigimizda Ozerbey, Liitfiibey, Pleven, K1 ve K2 populasyonlarinda polimorfizm yiizdesi
%100 olarak hesaplanmistir. Calisilan Onobrychis viciifolia Scop. populasyonlarinda
kullanilan 10 SSR lokusu i¢in toplam 68 allel tespit edilmistir. Kullanilan SSR lokuslarindan
en ¢ok allel (11) OVKO046 primerinde gozlenmistir. OVK161 primerinde 9 allel, OVK036 ve
OVKO094 primerlerinde 8’er allel, OVMO033 ve OVMO061 primerlerinde 7’ser allel, OVK101
primerinde 6 allel, OVK125 primerinde 5 allel, OVM125 primerinde 4 allel ve OVK174
primerinde ise 3 allel saptanmustir.

OVKO036 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda 150 bg, 160 bg ve 164
be’lik alleller tiim populasyonlarda gézlenmistir. OVKO036 primerinde 150 bg’lik allel en
yiiksek frekansi Pleven populasyonunda (£=0,875) verdigi goriilmiistiir.141 bg’lik allel sadece
K1 populasyonunda (f=0,050), 147 b¢’lik allel sadece Liitfiilbey populasyonunda (f=0,111) ve
154 be’lik allel sadece Pleven populasyonunda (=0,063) gézlenmistir. Bu alleller populasyona
0zgii (private) allel olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). 168 b¢ K1 populasyonu hari¢ diger
populasyonlarda ve 173 bg allel ise Pleven, K1 ve K2 populasyonlari hari¢ diger
populasyonlarda gozlenmistir.

OVKO094 primeri igin hesaplanan allel frekanslarina gore 237 bg, 244 bg ve 257 bg¢’lik
alleller tiim populasyonlarda gézlenmistir. 234 b¢’lik (Pleven, f=0,063) ve 255 bg’lik allel (K2,
£=0,056) tek bir populasyonda gézlenmistir. Bu alleller populasyona 6zgii (private) allel olarak
degerlendirilmistir. 242 bg’lik allel Ozerbey ve K1 populasyonu harig¢ diger populasyonlarda,
249 bg ile 253 be’lik alleller ise K1 populasyonu hari¢ diger populasyonlarda gdzlenmistir
(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Calismada analiz edilen 10 SSR lokusuna ait allellerin korunga cesit ve

populasyonlarindaki frekanslari

. Allel Frekanslar (f)
Primer Allel 5 3 P K1 K2
141 0,000 0,000 0,000 0,050* 0,000
147 0,000 0,111* 0,000 0,000 0,000
150 0,579 0,833 0,875 0,350 0,667
154 0,000 0,000 0,063* 0,000 0,000
OVKO36 160 0,737 0,667 0,688 0,850 0,778
164 0,105 0,056 0,563 0,050 0,278
168 0,684 0,667 0,438 0,000 0,333
173 0,158 0,111 0,000 0,000 0,000
234 0,000 0,000 0,063* 0,000 0,000
237 0,421 0,278 0,250 0,050 0,278
242 0,000 0,111 0,063 0,000 0,222
244 0,316 0,167 0,250 0,050 0,222
OVK094 249 0,316 0,222 0,125 0,000 0,333
253 0,263 0,222 0,063 0,000 0,056
255 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056*
257 0,158 0,222 0,125 0,050 0,167
196 0,053 0,000 0,125 0,000 0,111
201 1,000 0,722 0,750 0,600 0,778
OVK125 206 0,421 0,389 0,750 0,350 0,389
208 0,053 0,111 0,125 0,000 0,056
212 0,684 0,444 0,563 0,400 0,556
306 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056*
309 0,053 0,111 0,188 0,000 0,000
312 0,526 0,389 0,500 0,300 0,722
OVMO033 315 0,211 0,167 0,438 0,150 0,667
318 0,316 0,111 0,375 0,250 0,444
321 0,105 0,056 0,438 0,050 0,444
324 0,000 0,000 0,188* 0,000 0,000
206 0,000 0,056* 0,000 0,000 0,000
218 0,158 0,000 0,125 0,000 0,167
222 0,211 0,167 0,000 0,050 0,111
254 0,000 0,000 0,125 0,050 0,000
OVK161 258 0,632 0,444 0,625 0,750 0,667
262 0,053 0,000 0,063 0,000 0,056
266 0,000 0,222 0,500 0,100 0,222
270 0,053 0,000 0,188 0,000 0,056
274 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056*

* Populasyona Ozgii (Private) Alleller
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Cizelge 4.1 devam

_ Allel “ Bant Frekanslari (f)
Primer Q) L P K1 K2

167 0,000 0,000 0,188 0,050 0,000
172 0,105 0,000 0,250 0,100 0,111

OVMI25 176 0,579 0,500 0,500 0,800 0,667
181 0,632 0,556 0,438 0,750 0,667
128 0,000 0,000 0,000 0,550 0,056
152 0,000 0,000 0,000 0,050* 0,000
154 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056*
158 0,000 0,111 0,125 0,150 0,056
160 0,000 0,000 0,188* 0,000 0,000

OVKO046 162 0,211 0,444 0,438 0,200 0,278
164 0,579 0,333 0,563 0,650 0,833
166 0,526 0,722 0,500 0,500 0,389
168 0,368 0,444 0,688 0,900 0,778
170 0,316 0,056 0,063 0,000 0,000
172 0,105 0,056 0,313 0,000 0,056
151 0,000 0,056 0,063 0,050 0,000
154 0,684 0,833 0,750 0,600 0,722
160 0,947 0,833 0,813 0,750 0,833

OVMO061 163 0,263 0,056 0,125 0,250 0,444
167 0,105 0,000 0,063 0,350 0,056
171 0,158 0,167 0,000 0,250 0,111
179 0,000 0,000 0,063* 0,000 0,000
247 0,842 0,889 1,000 0,550 0,833

OVK174 250 0,526 0,444 0,625 0,250 0,556
252 0,000 0,000 0,063* 0,000 0,000
360 0,105 0,000 0,125 0,000 0,000
365 0,421 0,222 0,125 0,000 0,056

OVK101 369 0,211 0,222 0,250 0,050 0,056
374 0,632 0,389 0,250 0,050 0,111
377 0,053* 0,000 0,000 0,000 0,000
388 0,000 0,000 0,063* 0,000 0,000

* Populasyona Ozgii (Private) Alleller

OVK125 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslar1 goz oniine alindiginda 201 bg, 206 be
ve 212 bg’lik alleller tim populasyonlarda belirlenmistir. 196 bg’lik allel Liitfiibey ve Kl
populasyonlar1 harig, 208 bg¢’lik allel K1 populasyonu hari¢ diger populasyonlarda

gozlemlenmistir. OVK125 primerine ait belirlenen allellerin hig biri populasyona 6zgii degildir.
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OVMO33 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslar1 degerlendirildiginde 312 bg, 315 bg,
318 b¢ ve 321 bg’lik alleller tiim populasyonlarda belirlenmistir. 306 b¢’lik ve 324 bg’lik
alleller sirasiyla K2 (f=0,056) ve Pleven (f=0,188) populasyonlarinda goézlemlendigi igin
populasyona 6zgii (private) allel olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). 309 bg¢’lik allel K1 ve
K2 populasyonlarinda gézlenmemistir.

OVK161 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslar1 goz 6niine alindiginda 258 b¢’lik allel
tiim populasyonlarda gézlenmistir. 206 bg’lik allel ile 274 bg’lik allel sirasiyla Liitfiibey
(f=0,056) ve K2 (f=0,056) populasyonlarinda belirlenmis ve populasyona 6zgii (private) allel
olarak degerlendirilmistir. 218 bg, 262 bg ve 270 bg’lik alleller Liitfiibey ve K1 populasyonlari
harig, 222 b¢’lik allel Pleven populasyonu harig, 254 b¢’lik allel Ozerbey, Liitfiibey ve K2
populasyonlar1 harig, 266 bg’lik allel ise Ozerbey populasyonu hari¢ diger populasyonlarda
belirlenmistir (Cizelge 4.1)..

OVM125 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslarina gére 176 bg ve 181 bg’lik alleller
tim populasyonlarda gozlenmistir. 167 bg’lik allel sadece Pleven ve K1 populasyonlarinda
tespit edilmis, diger populasyonlarda gézlenmemistir. 172 bg’lik allel ise yalnizca Liitfiibey
populasyonunda goriilmemistir (Cizelge 4.1)..

OVKO046 primeri, 11 allel ile populasyonlar iizerinde ¢alisilan on SSR primeri i¢inde en
fazla allele sahip primerdir. Bu primer i¢in hesaplanan allel frekanslari degerlendirildiginde 162
bg, 164 bg, 166 be ve 168 be’lik alleller tiim populasyonlarda gozlenmistir. 152 bg’lik allel K1
populasyonu (f=0,050) igin, 154 b¢’lik allel K2 populasyonu (f=0,056) igin ve 160 bg’lik allel
Pleven populasyonu (f=0,188) i¢in, sadece bu populasyonlarda gozlendiklerinden populasyona
Ozgii (private) allel olarak degerlendirilmistir. 128 bg’lik allel sadece K1 ve K2
populasyonlarinda belirlenmistir. 158 bg’lik allel Ozerbey populasyonu hari¢ diger
populasyonlarda g6zlenmistir. 170 bg’lik allel K1 ve K2 populasyonlarinda, 172 bg¢’lik allel ise
K1 populasyonunda gézlenmemistir (Cizelge 4.1)..

OVMO61 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslar incelendiginde 154 bg, 160 bg ve 163
b¢’lik alleller tiim populasyonlarda belirlenmistir. 151 bg’lik allel Ozerbey ve K2
populasyonlarinda gozlenmemistir. 167 bg allel Liitfiibey populasyonu harig, 171 bg’lik allel
Pleven populasyonu hari¢ diger populasyonlarda gozlenmistir. 179 bg’lik allel sadece Pleven
populasyonunda gozlemlendigi i¢in populasyonu 6zgii (private) allel olarak degerlendirilmistir
(f=0,063) (Cizelge 4.1)..

OVK174 primerinin analiz edilen on SSR primeri arasinda en az allele (247 bg, 250 bg
ve 252 bg) sahip primer oldugu tespit edilmistir. Bu allellerden iki tanesi (247 bg ve 250 bg)

tim populasyonlarda yiiksek frekansta gozlenmistir. 252 bg¢’lik allel ise sadece Pleven
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populasyonunda gézlenerek bu populasyona 6zgii (private) allel oldugu belirlenmistir (f=0,063)
(Cizelge 4.1)..

OVK101 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslarini degerlendirdigimizde 369 bg ve 374
b¢’lik alleller tiim populasyonlarda tespit edilmistir. 360 b¢’lik allel yalnizca Ozerbey ve Pleven
populasyonlarinda gézlenmis, 365 bg’lik allel ise K1 populasyonu hari¢ tiim populasyonlarda
belirlenmistir. 377 be ve 388 bg’lik alleller sirasiyla Ozerbey (£=0,053) ve Pleven (£=0,063)
populasyonlarinda belirlenerek populasyona 6zgii (private) allel olarak degerlendirilmistir
(Cizelge 4.1).

Tez calisma kapsaminda kullanilan her bir lokusdaki allellerin, arastirilan tim
populasyonlara gore dagilimlarina bakildiginda bazi allellerin yalnizca bir populasyona 6zgii
allel oldugu (private allel) gdzlenmistir. Populasyona &zgii alleller (private allel) Ozerbey
populasyonunda 1 allel, Liitfiibey populasyonunda 2 allel, Pleven populasyonunda 7 allel, K1
populasyonunda 2 allel ve K2 populasyonunda 4 allel olarak tespit edilmistir. Populasyonlari
genel olarak baktigimizda en fazla populasyona 6zgii allel Pleven populasyonunda (7 allel), en

az populasyona dzgii allel ise Ozerbey populasyonunda (1 allel) belirlenmistir.

4.2 Genetik Cesitlilik Parametreleri

Calisma kapsaminda kullanilan on SSR primerine ait genetik parametreler Cizelge
4.2°de verilmistir. Cizelge 4.2’ye gore, hesaplanan PIC degerleri 0,095 ile 0,5 arasinda
degismektedir. Ortalama PIC degeri en fazla OVK125 primerinde (0,296), en diisiik OVK161
primerinde (0,147) hesaplanmistir. Primer bagina toplam allel sayis1 3 ile 11 allel arasinda
degismektedir. En fazla allel, OVKO046 (11 allel) primerinde, en az allel OVK174 (3 allel)
primerinde tespit edilmistir. Populasyona 6zgii allel veren primerler, en fazla 3 allel ile
OVKO036 ve OVKO046 primerleri olmustur. OVK125 ve OVM125 primerlerinde populasyona
0zgii allel gortilmemistir.

Primerlere ait allellerin frekanslarini inceledigimizde 0,050 ile 1,000 arasinda degisdigi
goriilmektedir. Ortalama allel frekansi en fazla OVK174 primerinde (0,439), en az ise OVK101
(0,113) primerinde hesaplanmistir. Calisma igin segilen primerlerine ait allellerin uzunlugu
biitin SSR primerleri bir biitiin olarak degerlendirildiginde 128 bg ile 388 b¢ arasinda
degismektedir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Calismada kullanilan 10 SSR primerine ait genetik parametreler (PIC=Polimorfik
bilgi igerigi, Ort.= Ortalama, Min.=Minimum, Maks.=Maksimum,
NoA=Go6zlenen allel sayisi, NoA Priv.=Populasyona 6zgii allel sayisi, AF=Allel

frekanst)
Primer Ort. Min. Maks. NOA NoA | Ort. | Min. | Maks. | Bant
PIC PIC PIC Priv. | AF AF AF | Arahg

OVKO036 | 0,193 0,095 0,492
OVKO094 | 0,194 0,095 0,487
OVK125 | 0,296 0,100 0,494
OVMO033 | 0,241 0,095 0,5

OVK16l | 0,147 0,095 0,5

OVM125 | 0,293 0,095 0,5

OVKO046 | 0,215 0,095 0,5 11
OVvMO061 | 0,208 0,095 0,494
OVK174 | 0,245 0,117 0,499
OVK101 | 0,154 0,095 0,488

3 10,267 0,050 | 0,875 |141-173
0,128 | 0,050 | 0,421 |234-257
0,377 | 0,053 | 1,000 |196-212
0,207 | 0,050 | 0,722 | 306-324
0,131 | 0,050 | 0,750 |206-274
0,345 | 0,050 | 0,800 |167-181
0,230 | 0,050 | 0,900 |128-172
0,297 | 0,050 | 0,947 |151-179
0,439 | 0,063 | 1,000 |247-252
0,113 | 0,050 | 0,632 | 360-388

| O|N|0O1|00 |00

NIFRPIFRPIOWONINONDN

(o2 NGO RN

Bu tez calisma kapsaminda orneklenen Ozerbey, Liitfiilbey, Pleven, Kirsehir-1 ve
Kirsehir-2 korunga gesit ve populasyonlarinin genetik ¢esitliligine ait bilgiler ve polimorfik
bilgi igerigi Cizelge 4.3’de ve Sekil 4.1°de sunulmustur. Gozlenen allel sayisi1 1,147 ile 1,603
arasinda (ortalama 1,365 + 0,050), etkili allel sayis1 ise 1,264 ile 1,421 arasinda (ortalama 1,348
+ 0,019) degismektedir. Calismada belirlenen allellerin frekanslari incelendiginde biitiin
allellerin frekansimin %35’den biiyiik oldugu goriilmiistir (Sekil 4.1). En fazla allel (55 allel)
Pleven populasyonunda, en az allel (39 allel) Kirsehir-1 populasyonunda gériilmiistiir. Ozerbey
populasyonunda 46 allel, Liitfiibey populasyonu 44 allel ve Kirsehir-2 populasyonunda 49 allel
belirlenmistir. Analiz edilen biitiin 6rnekler ele alindiginda ortalama Shannon sabiti (1) 0,322 +
0,014 olarak tespit edilmistir. Shannon sabiti (I), 0,385 degeri ile en yiikksek Pleven
populasyonunda, 0,251 degeri ile en diisiik Kirsehir-1 populasyonunda hesaplanmistir. Yiiksek
I degeri populasyon i¢inde 6nemli oranda varyasyon oldugunu gostermektedir. Nei (1987) nin
genetik cesitlilik (h) ve tarafsiz genetik cesitlilik degeri (uh) her populasyon i¢in ayr1 ayri
hesaplanmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.1). Nei (1987)’nin genetik ¢esitlilik degeri (h) ortalama
0,210 £0,010 olarak hesaplanmis, en yiiksek deger Pleven populasyonunda (0,252), en diisiik
deger ise Kirsehir-1 populasyonunda (0,161) gdzlenmistir. Nei (1987)’nin tarafsiz genetik
cesitlilik degeri (h) ortalama 0,212 +0,011 olarak hesaplanmis, en yiiksek deger Pleven
populasyonunda (0,269), en diisiik deger ise Kirsehir-1 populasyonunda (0,170) belirlenmistir.
Calismada kullandigimiz 10 SSR belirtecine ait ortalama polimorfik bilgi icerigi (PIC) degeri,
populasyon bazinda degerlendirdigimizde, Ozerbey populasyonunda 0,220, Liitfiibey
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populasyonunda 0,202, Pleven populasyonunda 0,252, Kirsehir-1 populasyonunda 0,161 ve
Kirsehir-2 populasyonunda ise 0,213 olarak hesaplanmistir. Analiz edilen tiim ornekleri bir

biitiin olarak ele aldigimizda ortalama PIC degeri 0,210 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Korunga gesit ve populasyonlarina ait genetik ¢esitlilik parametreleri

Toplam
Populasyonlar N Allel Na Ne | h uh PIC
Sayisi
i} 1,338 | 1,373 | 0,332 | 0,220 | 0,232
Ozerbey 19 46| (£0.114)| (£0,045) | (£0.034) | (£0,024) | (£0,025)| %?%0
. 1,294 | 1,333 | 0,311 | 0202 | 0214
Liitfiibey 18 4 £0.117)| (£0,042) | (£0.032) | (£0.023) | (£0,024)| 0202
1,603 | 1,421 | 0385 | 0,252 | 0,269
P 7 55 1(2£0,096)| (£0,043) | (£0.030) | (20.022) | (£0,023)| 2%
: 1,147 | 1,264 | 0251 | 0,161 | 0,170
Kursehir-1 20 3 0121y | (£0,041) | (£0.032) | (£0.022) | (£0,023)| 161
. 1,441 | 1,347 | 0329 | 0,213 | 0,225
Kirksehir2 | 18 49 1(£0.110) | (£0,041) | (£0,031) | (£0,022) | (£0,023)| @213
18,200 1,365 | 1,348 | 0,322 | 0,210 | 0,222
Ortalama | "7y | 466 | L0050) | (£0,019) | (£0.014)| (£0,010) | (0,011)| %220

*N = 6rnek sayisi, Na = gozlenen allel sayisi, Ne = etkili allel sayisi, I = Shannon sabiti, h = Nei (1987)’nin
genetik ¢esitlilik degeri uh = Nei (1987)’nin tarafsiz genetik cesitlilik, PIC = Polimorfik bilgi igerigi, =
standart hata.

60 0,300
mmm Allel sayisi
50 + - 0,250 %
a40 . - 0,200 c_"s' mmmm Frekanst %5'den biiyiik allel
s )
2 30 - 0,150 ‘N say1s1
— o .
)
= 20 - -~ 0,100 E’ = Populasyona 6zgii allel sayisi
< ©
10 1 - 0050 T o Frekanst %25'den kiigiik allel
0 - - 0,000 say1s1
@“ﬁ .*0@ & -\v\ .\@” mmm Frekanst %50'den kiiciik allel
2 o Q¥ & & say1s1
Q(\’ ,\)0 @% @‘%
—— Ortalama Cegsitlilik
Populasyonlar

Sekil 4.1. Korunga ¢esit ve populasyonlarindaki allel sayis1 ve heterozigotluk arasindaki
iligkinin grafik seklinde gosterilmesi
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Basamakli mutasyon modeline gore yapilan varyans analizi (AMOVA) sonuglari
Cizelge 4.4’de gosterilmistir. AMOVA sonuglarina gore calisilan bes korunga cesit ve
populasyonu arasindaki varyasyonun bilyiik oranda (%92) populasyonlar igerisinde oldugu,
populasyonlar arasi gesitliligin diisiik oldugu (%8) goézlenmistir (Fst = 0,076) (Sekil 4.2). Elde
edilen sonu¢ korunga populasyonlar1 igerisinde genis bir genetik cesitliligin oldugunu

gostermektedir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.4. Basamakli mutasyon modeline gore yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA)

sonuglari
- | Serbestlik Kareler Varyans o
Varyasyon Kaynag: Derecesi Toplanm Bilesenleri Varyans (%)
Populasyonlar- 4 74,621 0,615 8%
arasl
Populasyonlar-i¢i 86 643,050 7,477 92%
Toplam 90 717,670 8,092 100%

Molekiiler Varyans Yiizdeleri

Populasyonlar
arasi ¢esitlilik %8

Sekil 4.2. AMOVA sonuglarina gore elde edilen molekiiler varyans yiizdeleri

Nei’'nin tarafsiz genetik benzerlik ve genetik farklilik katsayisi kullanilarak
populasyonlar aras1 genetik farklilasmanin diizeyi belirlenmistir (Nei 1987). Tez kapsaminda
kullanilan 10 SSR lokusuna ait bilgilere dayanarak elde edilen genetik benzerlik ve genetik
mesafe degerleri Cizelge 4.5°de gosterilmistir. Genetik benzerlik degerleri 0,943 ile 0,982
arasinda degisim gostermektedir. En yiiksek genetik benzerlik degeri Ozerbey ve Liitfiibey

cesitleri arasinda, en diisiik genetik benzerlik degeri ise Pleven ve Kirsehir-1 populasyonlari
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arasinda hesaplanmistir. Cizelge 4.5’de goriildiigii lizere genetik mesafe degeri en diisiik
(0,018) Ozerbey - Liitfiibey cesitleri arasinda, en yiiksek (0,058) Pleven ve Kirsehir-1
populasyonlar1 arasinda goriilmiistiir. Tiim populasyon ¢iftleri goz 6niine alindiginda ortalama

genetik mesafe degeri 0,038 ve ortalama genetik benzerlik degeri 0,963 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.5. O. viciifolia gesit ve populasyonlar1 arasinda Nei (1987)’ye gore hesaplanan
genetik benzerlik ve genetik mesafe degerleri (sol alt diyagonal: genetik benzerlik,
sag list diyagonal: genetik mesafe degerleri)

Populasyonlar | Ozerbey | Liitfiilbey | Pleven | Kirsehir-1 | Kirsehir-2
Ozerbey Fxx 0,018 0,039 0,055 0,032
Liitfiibey 0,982 faleka 0,031 0,047 0,037
Pleven 0,961 0,969 *5b 0,058 0,025
Kirsehir-1 0,947 0,954 0,943 Fkk 0,037
Kirsehir-2 0,968 0,964 0,976 0,964 kel

Tez c¢alismasinda kullanilan korunga ¢esit ve populasyonlarindaki genetik
farklilagsmanin gorsel bir grafik iizerinde goriilmesi i¢in Nei (1987)’nin genetik mesafe degerleri
UPGMA kiimelendirme yontemi ile siniflandirildi ve dendrogram olusturuldu (Sekil 4.3).
Genetik mesafe degerine gore olusturulan dendrograma gore, Ozerbey ve Liitfiibey cesitleri
birbirine yakin olan bir grubu, Pleven ve Kirsehir-2 populasyonlari ise diger bir grubu
olugturmustur. Kirgehir-1 populasyonu ayri bir grup olarak yer almigtir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda Kirsehir-1 populasyonunun diger populasyonlara genetik olarak biraz daha uzak

oldugu goriilmektedir.

Ozerbey
Liitfiibev
Pleven
— Kirsehir-2
Kirsehir-1

0.020 0015 0.010 0.005 0.000

Sekil 4.3. O. viciifolia ¢esit ve populasyonlarmin SSR analizleri sonucunda genetik mesafe
degerlerine gore olusturduklar1 dendrogram
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda, bir yem bitkisi olan korunganin bes farkli g¢esit ve
populasyonundan (Ozerbey, Liitfiibey, Pleven, Kirsehir-1 ve Kirsehir-2) toplanan taze yaprak
ornekleri kullanilarak genetik analizler yapilmistir. Toplanan yaprak orneklerinden DNA
izolasyonu yapilarak elde edilen DNA’lar ile on SSR lokusu (OVK036, OVK094, OVK125,
OVMO033, OVK161, OVM125, OVKO046, OVMO061, OVK174, OVK101) PCR ile gogaltilmig
ve genetik yap1 belirlenmistir. DNA parga (fragment) analizi ile ¢alisilan SSR lokuslarina ait
68 allel tespit edilmistir. Calisilan SSR primerlere ait maksimum, minimum ve ortalama PIC
degerleri, toplam allel sayilari, allellerin b¢ olarak biiyiikliikleri Cizelge 4.2°de verilmistir.
Calisma kapsaminda, her populasyon i¢in 6rnek sayisi (N), gézlenen allel sayis1 (Na), etkili allel
sayist (Ne), Shannon Sabiti (1), Nei (1987)’nin genetik ¢esitlilik degeri (h) ve Nei (1987) nin
tarafsiz genetik gesitlilik degeri (uh) gibi genetik parametreler hesaplanmis ve Cizelge 4.3’de
gosterilmistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglar1 Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2°de
verilmistir. Yapilan analizler sonucunda korunga populasyonlarinda genetik cesitlilik ve tiiriin
genetik yapist hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir.

Korunga ile ilgili daha once yapilan ¢alismalara bakildiginda; korunga bitkisinin
antihelmintik etkisinin arastirilmasi, besleyici ve fitokimyasal igeriklerinin belirlenmesi, polen
ve nektar varligiyla arilar lizerindeki etkisi, filogenetik siniflandirma, genetik karakterizasyon
ve genetik cesitlilik gibi molekiiler ¢aligmalara literatiirde rastlanmistir. Tiiriin molekiiler
genetigi ile ilgili calismalar nadirdir. Ancak gelisen teknoloji ve bilimdeki yeniliklerle birlikte
2000’1 yillardan sonra molekiiler galigmalarin ivme kazandigi lakin yinede simirl sayida
calisma oldugu gorilmistiir. Korunga ile ilgili olarak Diinya’nin farkli {ilkelerinde
arastirmacilar tarafindan pargacik bombardimani ile gen aktarimi (Birsin ve ark. 2005), AFLP
(Carbonero 2011, Bhattarai 2017), RAPD (Nosrati ve ark 2012, Okcu ve ark. 2013, Rasouli ve
ark. 2013, Hejrankesh ve ark. 2014) ve SSR (Carbonero 2011, Demdoum ve ark. 2012, Avci
ve ark. 2014, Irani ve ark. 2015, Kempf ve ark. 2016a), ISSR (Shen ve ark. 2010, Zarrabian ve
ark. 2013, Toluei ve ark. 2013a, Toluei ve ark. 2013b, Zarrabian ve Majidi 2015, Nosrati ve
ark. 2016), SRAP (Kempf 2016b) gibi belirtegler kullanilarak korunga bitkisinde molekiiler
genetik ¢esitlilik ¢aligmalari, filogenetik aragtirmalar ve genetik yapinin incelenmesi gibi
calismalar yapilmistir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada kullanilan 10 SSR lokusu, ¢alisilan bes korunga
populasyonu bir biitiin olarak ele alindiginda hepsi polimorfik olarak tespit edilmistir. Cizelge

4.3’deki verilen calisilan korunga populasyonlarina ait bireylerin genetik cesitliligine ait
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bilgileri gostermektedir. Caligmamizda 10 SSR lokusundan toplam 68 allel belirlenmis, primer
basina ortalama allel say1si 6,8 olarak hesaplanmistir. Her bir populasyonda biitiin lokuslar bir
biitlin olarak degerlendirildiginde toplam allel sayis1 39 ile 55 arasinda, populasyon basina
diisen ortalama allel sayis1 46,6 olarak belirlenmistir. Benzer genetik ¢alismalarla
karsilastirildiginda; Kempf ve ark. (2016a)’nin 29 farkli aksesyondan 32 farkli bireyde 400
primer ile yaptiklar1 calismada, polimorfik 101 primer belirlenmis, 1159 allel tespit edilmis,
1154’1 polimorfizm gostermistir. Kempf ve ark. (2016a)’nin ¢alismasinda primer basina
ortalama allel sayis1 11,4 olarak ve lokus bagina diisen allel sayis1 2 ile 21 arasinda bildirilmistir.
Bu tez calismasinda kullanilan SSR primerleri Kempf ve ark. (2016a)’nin ¢aligmasindan
secilmis ve elde edilen sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Aver ve ark.
(2014)’nin 58 Onobrychis taksonundan 6rneklenen bireylerde yapilan ¢alismasinda bezelye ve
yoncadan gelistirilen belirtegler kullanilarak analizler yapilmis ve 18 SSR belirtecine ait 79
lokus ve 725 allel bildirilmistir. Ayrica bu ¢calismada lokus basina diisen allel sayis1 9,18 olarak
belirtilmistir. Avcl ve ark. (2014)’nin ¢alismasinda yiiksek allel bulunmasinin nedeni olarak
farkli alttiirlerden kullanilan germplazmlar ve kullanilan belirte¢ sayisinin yiiksek olmasi
sOylenebilir. Demdoum ve ark. (2012)’nin ¢alismasinda Tiirkiye ve Avrupa’dan 27 korunga
aksesyonunun genetik karsilastiritlmasi M. trancatula ve G. max tiirlerine ait 27 EST-SSR
primeri kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan 27 EST-SSR primerinin 22
tanesinin (%81) korungada PCR ¢ogaltiminin yapilabildigi ve 14 tanesinin polimorfik oldugu
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada genetik yapinin belirlenmesi igin segilen 6 SSR belirtecinde
toplam 35 allel, lokus basina diisen allel sayis1 5,83 olarak tespit edilmistir. Hejrankesh ve ark.
(2014) tarafindan yerel korunga cesitlerinde 10 RAPD belirteci kullanilarak yapilan ¢alismada,
90 polimorfik bant tespit edilmistir. Rasouli ve ark. (2013)’nin Iran’da yayilis gosteren 36
korunga populasyonunda 5 RAPD belirteci kullanarak Iran populasyonlarinda genetik
cesitliligin degerlendirilmesi amaci ile yaptiklar: ¢aligmada 79 polimorfik bant belirlenmistir.
Zarrabian ve ark. (2013) tarafindan Iran’da yapilan ¢alismada, Diinya ¢apindaki korunga
populasyonlarinda morfolojik, anatomik ve molekiiler belirtecler ile genetik ¢esitlilik analizi
yapilmis ve 80 aksesyonda 45 ISSR belirteci denenmis, polimorfizmi yiiksek ISSR
belirteclerinden 22 tanesi segilmistir. Se¢ilen 22 ISSR lokusunda 275 bant belirlenmis
243’iniin (%88) polimorfik oldugu gorilmistiir. Hejrankesh ve ark. (2016), 5 farkli ekolojik
bolgeden (Dogu Azerbaycan ve Iran) 5 farkli yabani korunga tiiriinde 4 ISSR belirteci ile
yaptiklar1 populasyonlar arasi eko-cografik varyasyonlari saptama calismasinda, 80

tekrarlanabilir polimorfik bant bildirmistir.
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Tetraploid tlirlerde SSR allellerinin hangi oranlarda bulundugunun (dozaj) belirlenmesi
zordur. Kapiller elektroforez kullanilarak elde edilen SSR allelerinin dozajlarin1 belirlemek
eger birey belirli bir SSR lokusunda 4 farkli allelden daha az allel tasiyorsa genellikle
imkansizdir. Geleneksel olarak hesaplanan PIC degeri formiilii (Botstein ve ark. 1980) diploid
tirler icin gelistirilmistir. Tetraploid tiirler i¢in farkli allel (1-4 allel) dozlarindan dolay1
allellerin varligindan veya yoklugundan yola ¢ikarak allel frekansi hesaplanmasi giictiir. Bu
nedenle diploid tiirler icin gelistirilen formiiller korunga gibi tetraploid tiirlerde
kullanilamamaktadir. Bu nedenle, tetraploid tiirler i¢in PIC degeri, her bir allellin var/yok
sayimi gz Oniine alinarak olusturulmus Roldan-Ruiz ve ark. (2000)’in gelistirdigi formiil ile
hesaplanmaktadir. Bu formiile gére ulasilan maksimum PICdegeri 0,5’dir, buda populasyonun
%350’sinde bulunan allellere karsilik gelir. Kiigiik PIC degeri, ya bol bolunan allel ya da nadir
allellere karsilik gelir (Kempf ve ark. 2016a). Bu formiile gore hesaplanan PIC degerleri
Cizelge 4.2°de verilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan SSR belirtegleri, Kempf ve ark. (2016a)
tarafindan gelistirilen 101 SSR lokusundan PIC degerleri dikkate alinarak se¢ilmistir. Bu
caligmada kullanilan 10 SSR belirtecine ait polimorfik bilgi igerigi (PIC) degerleri ile Kempf
ve ark. (2016a)’nin galismasinda bildirilen PIC degerlerinin karsilastiriimas: Cizelge 5.1°de
verilmigtir. PIC degerleri; yiiksek derecede (PIC>0,5), orta derecede(0,25<PIC<0,5) ve ¢ok az
derecede (PIC<0,25) bilgi verici (informative) olarak gruplandirilabilir. Kempf ve ark. (2016a)
101 SSR lokusunda ortalama PIC degerini 0,14 (OVK141) ile 0,36 (OVKI101) arasinda
saptamuistir. Calismada en diisiik PIC degerinin 0 (OVKO042, OVK172, OVMO031, OVMO072 ve
OVM100) ile 0,17 (OVK131) arasinda, en yiiksek PIC degerinin ise 0,3 (OVK172) ile 0,5 (16
farkli lokus) arasinda oldugu hesaplanmistir. Tez ¢alismamiz ile Kempf ve ark. (2016a)’nin
calismasindaki PIC degerleri birbiri ile uyumludur. Demdoum ve ark. (2012) tarafindan yapilan
arastirmada Medicago trancatula ve Glysine max’dan segilen toplam 27 SSR primeri analiz
edilmis, 6 tanesi 23 korunga populasyonunda genetik yapinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir,
bu 6 primere ait PIC degerleri 0,45 ile 0,85 (ortalama 0,72) arasinda bulunmustur. Zarrabian ve
Majidi 2015 tarafindan 33 Onobrychis tiiriine ait 102 aksesyon iizerinde yapilan ¢alismada 22
ISSR primerine ait PIC degerleri 0,34 ile 0,47 (ortalama 0,41) arasinda hesaplanmustir.
Bhattarai (2017) yaptig1 tez calismasinda farkl tilkelerden 38 korunga aksesyonunda 5 AFLP
primeriyle yaptig1 calismada PIC degerini 0,126 ile 0,196 arasinda hesaplamistir. Calismada
AFLP belirteglerinin dominant bir belirte¢ olmasi ve bu nedenle homozigot ve heterozigot
alelleri ayirt edememesine ragmen, genetik cesitlilik ve genotipler arasindaki iligkileri bilinen
tirlerde yeterli genomik bilgi yoklugunda kullanilabilecegi bildirilmistir. Tehrani ve ark.

(2008) tarafindan poliploid L. persicum Boiss.’da yapilan ¢alismada PIC degeri 0,16 ile 0,44
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arasinda hesaplanmistir. Calisngimiz 10 SSR primerlerinden hesaplanan ortalama PIC
degerleri, gelecekte yapilacak olan korunga molekiiler calismalarinda c¢ogu bireyde
calisilabilecegini gostermistir. Bu sonuglar ve bizim tezimiz kapsaminda elde edilen sonuglar,
korunga 1slah programlar1 i¢in genetik olarak farkli ebeveynlerin se¢ilmesi i¢in Onem

tasimaktadir.

Cizelge 5.1. Calismada kullanilan 10 SSR primerine ait PIC degerlerinin Kempf ve ark. (2016a)
tarafindan yapilan ¢alismadaki PIC degerleri ile karsilastiriimasi

Tez Calismasi Kempf ve ark.(2016a)
. Ort. Min. Maks. . Min. | Maks.
Primer PIC PIC PIC Primer | Ort. PIC PIC PIC

OVKO036 | 0,193 0,095 0,492 | |OVKO036 | 0,350 0,170 | 0,500
OVKO094 | 0,194 0,095 0,487 ||OVKO094 | 0,240 0,060 | 0,480
OVK125 | 0,296 0,100 0,494 | |OVK125| 0,290 |0,060 | 0,500
OVMO033 | 0,241 0,095 0,500 | |OVMO033| 0,290 0,060 | 0,500
OVK16l | 0,147 0,095 0,500 [|OVK161 | 0,250 |0,060 | 0,400
OVM125 | 0,293 0,095 0,500 | |OVM125| 0,260 |0,060 | 0,500
OVKO046 | 0,215 0,095 0,500 | |[OVKO046 | 0,310 |[0,060 | 0,490
OVMO061 | 0,208 0,095 0,494 | |OVMO061| 0,190 0,060 | 0,500
OVK174 | 0,245 0,117 0,499 | |OVK174 | 0,230 |0,060 | 0,480
OVK101 | 0,154 0,095 0,488 ||OVK101| 0,360 |0,060 | 0,500

Calisilan lokuslardaki genetik cesitliligin en temel 6l¢iilerinden biri allellik zenginligin
ve populasyona 0Ozgii allellerin belirlenmesidir. Populasyonlarda belirlenen ¢ok sayida
populasyona 6zgii allel, bireylerin genetik farkliliginin acgikca bir ifadesi olarak kabul gorebilir.
Caligmamizda tim primerlerde populasyonlara 6zgii (private) allel tespit edilmistir. Bu
dogrultuda, calismada Ozerbey populasyonunda OVK101 primerine ait 1 allel (377 bg allel),
Liitfiibey populasyonunda OVKO036 (147 bg allel) ve OVK161 (206 bg allel) primerlerine ait 2
allel, Pleven populasyonunda OVKO036 (154 bg allel), OVK094 (234 bg allel), OVMO033 (324
bg allel), OVKO046 (160 bg allel), OVMO061 (179 bg allel), OVK174 (252 bg allel) ve OVK101
(388 bg allel) primerlerine ait 7 allel, Kirsehir-1 populasyonunda OVK036 (141 bg allel),
OVKO046 (152 bg allel) primerlerine ait 2 allel, Kirsehir-2 populasyonunda OVK094 (255 bg
allel), OVMO033 (306 bg allel), OVK161 (274 bg allel) ve OVK046 (154 bg allel) primerlerine
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ait 4 allel populasyona 6zgii (private) allel olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Kempf ve ark.
(2016a)’nin galismasinda 101 SSR primerine ait 250 adet bireye 6zgii (private) allel tespit
edilmistir. Kempf ve ark. (2016a)’nin ¢alismasinda (tez ¢alismasinda ortak olarak kullanilan)
10 SSR primeri i¢in toplam 18 bireye 6zgii allel belirlenmistir. Calismada OVKO036 primerinde
populasyona 6zgii allel gozlenmezken, tez calismamizda toplam 3 adet populasyona 6zgi
(private) allel tespit edilmistir.

Bu tez calismasi dogrultusunda genetik ¢esitlilik parametrelerinden bir tanesi olan
Shannon sabiti (1) hesaplanmistir. En yiiksek I degeri Pleven populasyonunda (0,385 + 0,030),
en diistik ise Kirsehir-1 (0,251 + 0,032) populasyonunda hesaplanmistir. Populasyonlardaki
hesaplanan I degeri (ortalama | = 0,322) populasyonlardaki genetik ¢esitliligi gostermektedir.
Nosrati ve ark. (2012)’nin, farkli bolgelerden topladiklar1 5 yabani korunga populasyonunda 5
RAPD primerleriyle yaptigi c¢alismada, Shannon sabiti (I) 0,364 ile 0,461 arasinda
hesaplanmistir. Nosrati ve ark. (2016)’nin ISSR primerleri ile yaptiklar1 ¢alismada, Shannon
sabiti 0,1816 ile 0,2779 arasinda hesaplanmistir. Zarrabian ve ark. (2013)’nin 46 Iran ve 34
egzotik olmak tizere toplam 80 korunga aksesyonunda yaptigi ¢alismada, Shannon sabiti (I)
0,33 ile 0,57 arasinda hesaplanmus, en fazla cesitliligin Iran grubu Zagros Daglarinda (0,44),
ekzotik bolge aksesyonlarindan Asya ve Dogu Avrupa aksesyonlarinda (0,45) oldugu
belirlenmistir. Calismanin sonuglarina bakildiginda Avrupadaki korunga aksesyonlarinin Asya
ve Dogu Avrupa arasindaki bir bolgeden geldigi hipotezinin desteklendigi goriilmiistiir.

Bu tez galigmasi kapsaminda hesaplanan Nei’nin genetik cesitlilik degeri (h) 0,161
(Kirgehir-1) ile 0,252 (Pleven) arasinda hesaplanmistir. Nei’nin ortalama genetik cesitlilik
degeri (h) 0,210 olarak belirlenmistir. Hejrankesh ve ark. (2014)’nin 10 iran yerel korunga
cesitlerinde 90 RAPD belirteci ile yaptiklari ¢aligmada, h degeri 0,300 ile 0,343 arasinda
hesaplanmistir. Nosrati ve ark. (2016)’nin ISSR belirtegleriyle 5 Iran populasyonunda
yaptiklari caligmada, h degerinin 0,118 ile 0,179 arasinda oldugu bildirilmistir. Nosrati ve ark.
(2012)’nin RAPD primerleriyle 5 korunga populasyonunda yaptiklari ¢alismada h degeri 0,246
ile 0,318 arasinda bulunmustur. Avct ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Nei’nin
genetik gesitlilik degeri 0,140 ile 0,307 arasinda hesaplanmustir. Tez ¢aligmasindan elde edilen
sonuglari benzer ¢aligmalarla mukayese ettigimizde ¢aligilan populasyon sayilarinin ve belirteg
tipinin farkli olmasi h degerinin bazi c¢alismalardan yiiksek/diisiik veya yakin olarak
hesaplanmasini saglamistir.

Basamakli mutasyon modeline gore elde edilen verilerin incelenmesiyle yapmis
oldugumuz molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglarina gore, ¢alisilan bes korunga cesit

ve populasyonu arasindaki genetik ¢esitlilik %92 oraninda populasyonlar igerisindedir.
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Populasyonlar arasi genetik cesitlilik ise %8 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore bireylerin
kendi iglerindeki genetik cesitliligin yiiksek oldugu goriilmektedir. Hejrankesh ve ark.
(2014)’nin Iran yerel gesitlerinde yaptiklar ¢alismada molekiiler varyans analizi sonuglarina
gore genetik ¢esitliligin biiyiik oranda populasyon iginde oldugu (% 83,87), populasyonlar arasi
cesitliligin az oldugu gorilmistiir (%16,13). Buradaki yerel gesitler i¢i ¢esitliligin yiiksek
olmasi korunganin yabanci ddllenmesi ve tozlayici boceklerin korungalari tozlamasiyla bu
gesitliligin - meydana geldigi bildirilmistir. Zarrabian ve ark. (2013)’nin Diinya
koleksiyonlarinda ISSR belirtegleri kullanarak yaptiklar1 ¢alismadan elde edilen AMOVA
sonuglarina gore, 2 gruba ayrilan aksesyonlara bakildiginda, iran gruplarinda gesitliligin
aksesyonlar i¢inde (%80,21) oldugu aksesyonlar arasi gesitliligin (%19,79) oldugu, egzotik
gruplarda ise c¢esitliligin aksesyonlar i¢inde (%80,42) oldugu ve aksesyonlar aras1 ¢esitliligin
%19,58 oldugu belirlenmistir. Rasouli ve ark. (2013) tarafindan yapilan c¢alismada
populasyonlar arasi ¢esitliligin diisiik (%22) ve populasyonlar igi gesitliligin yiiksek (%78)
oldugu bildirilmis ve populasyon i¢i varyasyonun yiiksek olmasinin yiiksek gen akisi ile ilgili
oldugu distiniilmektedir.

(Calismamizda populasyonlari arasi genetik farklilagsma diizeyi, Nei’nin tarafsiz genetik
benzerlik veya farklilik katsayilar1 kullanilarak hesaplanmistir (Nei 1987). Calismada
kullandigimiz SSR lokuslarina dayanarak hesaplanan genetik benzerlik degerleri 0,943 ile
0,982 arasinda degisim gostermektedir. Genetik farklilik degerlerine baktigimizda Ozerbey ve
Liitfiibey populasyonlar1 arasinda en diisiik (0,018), Pleven ve Kirsehir-1 populasyonlar
arasinda da en yiiksek (0,058) bulunmustur. Bu sonuglara gore, Pleven ve Kirsehir-1
populasyonlar1 genetik yapilarina gére birbirine en uzak populasyonlardir. Ulkemizde tescilli
ilk iki ¢esidi olan Ozerbey ve Liitfiibey birbirlerine en yakin cesitler olarak belirlenmistir.
Burada ayni bolgeden olan Kirgehir-1 ve Kirgehir-2 populasyonlarinin birbirinden uzak
olmalari, Kirsehir ilinin farkli bolgelerinden toplanan populasyonlar oldugunu
diisiindiirmektedir. Avcr ve ark. (2014)’nin 58 korunga taksonunda yaptiklari ¢alismada,
Nei’nin genetik benzerlik degeri 0,013 ile 0,399 arasinda hesaplanmistir. Onobrychis
genomlarina benzerlik gosteren P. vulgaris ve M. trancatula genomlari arasindaki %10’luk
farkin korunga calismalarinda yakin akrabalarindan kullanilacak primerlerin siirli oldugunu
gostermistir. Nosrati ve ark. (2012)’nin ¢alismasinda en yiiksek genetik mesafe degeri 0,1654
olarak hesaplanmistir. Benzer stres kosullarinda yetisen populasyonlarin genetik olarak daha
fazla benzer olduklar1 belirlenmistir. Nosrati ve ark. (2012) farkli bolgelerden 5 yabani korunga
populasyonda genetik mesafe degerini 0,635 (Sarab-Heris) ile 0,1654 (Bonab-Heris) arasinda

hesaplamistir. Burada cografi mesafelerden ¢ok ekolojik etkinin genetik varyasyona etki ettigi
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ve genetik varyasyonun ¢evresel kosullarla iligkisinin ya dogal seleksiyon yada lokal gen ayrimi
nedeniyle oldugu disiiniilmiistir. Bu ¢alismada ve bizim g¢alismamizda benzer sayida
populasyon (5 populasyon) kullanilmistir. Az sayidaki populasyonlarda istatiksel iliski ve
degerlendirme yapmanin bize siirl bilgi verecegi diisiiniilmektedir.

Korunga kirag, fakir, kirecli topraklarda yetisebilen ¢ok yillik kurakliga dayanikli bir
yem bitkisidir. Suyun olmadigi kurak alanlarda yoncaya alternatif olarak yetistiriciligi
yapilmaktadir. Hayvancilikda en biiyiik gider, yem giderleridir. Ulkemizde de kaba yem
ihtiyac1 agikca goriilmektedir. Karli bir hayvancilik igin kaba yem ihtiyact giderilmeli,
isletmelerin hayvanlar1 sap saman gibi besleme degeri diisiik yada hi¢ olmayan yemlerle
beslemeleri yerine kaba yem gibi saglikli proteini yiiksek yemlerle beslemeleri saglanmalidir.
Bununla birlikte kaba yem ihtiyacini karsilayacak cesitlerin 1slahi, cayir mera alanlarinin 1slahi
ve birim alandan alinan verimin artirilmasi hem iireticimize hemde hayvansal iiretim yapan
isletmelere katki saglayacak, isletmenin karli bir hale gecerek hem {lilke ekonomisine hem de
tireticisine destek saglayacaktir. Yapilan literatiir taramalarinda tiirlin molekiiler anlamda
genetik yapisinin bilinmesi, yapisinin ¢ikartilmasi bundan sonra yapilacak olan tiirlin ve/veya
yakin akraba tiirlerinin 1slahi, genetik ve cesitli arastirmalarina 151k tutacaktir. Korunga gibi
tizerinde calisilmasi gereken yem bitkilerinin 6zellikle marjinal alanlarda yetisebilen bu tiir
bitkilerin genomlarinda gizli kalmis bilgiler agiga ¢ikartilarak, 1slah ¢alismalariyla yeni gesitler
gelistirilecek ve tarima kazandirilacaktir. Calismamizda kullandigimiz belirtegler Kempf ve
ark. (2016a) tarafindan bu tiire spesifik gelistirilen ilk primerlerdir. Korungaya 6zgii gelistirilen
primerleri kullanarak yaptigimiz bu tez ¢alismasi tiiriin genetik ¢esitliligi, populasyon aras1 ve
populasyonlar i¢i varyasyonu belirleyerek bundan sonra yapilacak olan caligsmalara kaynak
saglayacaktir, ayrica tiiriin genetik yapisini ortaya ¢ikararak sahip oldugumuz biyogesitlilikten
faydalanmay1 saglayacaktir. Yem bitkileri alaninda yapilacak bu tiir ¢aligmalarin, genomlarda
gizli kalan karanliklar1 aydinliga kavusturarak bilim diinyasina 6nemli katkilar saglayacagini

umut ederiz.
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