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The Determination of Relationships of Some Vicia L. Species Growing In Mediterranean
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In this study, the relationship of naturally growing some Vicia species in Turkey was
researched by ISSR-PCR methods. The species researched are V. sativa, Vicia cracca, V.
hybrida ve V. palaestina. V. sativa and V. cracca are very complex species and they including
too many subspecies and varieties in level of sub special category. The main aim of our study
has been to detect the relationship and interactions of the studied species. In this study, Vicia
hybrida and V. palaestina have been selected as outer group for analyses. In result of this
study, totally 31 primer have been tested but 9 primers have only answered to all studied taxa.
The dendograms which display the relationship between the studied taxa have been obtained
via BIO -PROFIL BIO1-D++ programme. Finally, Jaccard similarity index among studied
species has been detected at interval of 0.61 and 0.84. As a result, all species studied have
been separated meaningfully according to final dendogram and genetically relationships
among them have been carried out.
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1.GIRiS

Diinyanin biiyiik bir boliimiinde kiiltlire alinan ve tarimi1 yapilan 6nemli cinsleri
icerisinde barindiran Fabaceae(Baklagiller) familyasi, genellikle tarima dayali bir
ekonomiye sahip olan iilkemiz agisindan da oldukc¢a dnemlidir. Ulkemizde basta
Vicia sativa ve Vicia pannonica olmak lizere Vicia cinsine ait bir¢ok tiirlin tarimi
yapilmaktadir. Vicia cinsi, lilkemizde gerek tiirler arasinda, gerekse tiir icerisinde
olduk¢a yiiksek varyasyona sahiptir. Bu cins igerisindeki tlir i¢i ve tiirler arasi
varyasyonlarin belirlenmesi ve taksonomik sorunlarin ¢oziilmesi gelecekteki 1slah
caligmalarina yapacagi ekonomik katki agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Varyasyonlarin tespitinde sitolojik veriler, izoenzimler, tohum depo proteinleri
gibi biyokimyasal isaretleyiciler ve RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR
(Inter-Simple  Sequence Repeats) gibi molekiiler isaretleyiciler basariyla
kullanilmaktadir(Stuber 1992). Son yillarda bitki arastiricilar1 tarafindan ¢ok yaygin
olarak kullanilan molekiiler markirlar, bitki populasyonundaki c¢esitlilik veya bir
populasyon i¢indeki bitki genotipleri arasindaki iliskilerin tespitinde % 100°e yakin
giivenilirlikle degerlendirilir(Giilsen ve Mutlu 2005). Arastirmacilar bu markirlar
yardimiyla morfolojik olarak ¢ok benzerlik gosteren tiir, gesit veya tipler, hatta
ebeveynleri hakkinda kesin bilgiler elde edebilmektedirler(Karaca 2002). DNA
temelli markirlar morfolojik markirlarla karsilastirildiginda genotipler ya da
taksonomik gruplar arasinda genetik akrabaliklar1 tahmin etmek igin giivenilir bir
arag¢ saglamaktadir.

Bitkilerde genetik cesitliligi tahmin etmek i¢in RAPD ve ISSR gibi farkli
genomlar boyunca ¢oklu lokuslu 6rnekler verebilen dominant markirlar (segiciler)
kullanilmaktadir(Albertson ve ark. 1999; El-Rabey ve ark. 2002). Bu yiizden,
filogenetik akrabaliklar1 ¢ozmek i¢in dominant markirlarin kullanim basarisinda
ISSR(Joshi ve ark. 2000; Wolfe ve Randle 2001) ve RAPD (Bowditch ve ark. 1993;
Spooner ve ark. 1996) yaygin bi¢imde kullanilan tekniklerdir.

ISSR teknigi, 6karyot genom boyunca hizli bir sekilde gelisen, mikrosatellit
hedefi bol dizilerden olusan, tek primerli DNA’nin PCR amplifikasyonunu



icermektedir(Kijas ve ark. 1995; Levinson ve Gutman 1987; Tautz ve Renz 1984)

ISSR teknigi; birbirine ters yonlii ve yakin olan mikrosatellit bolgelerin (100—
3000 bp) amplifikasyonu esasina dayanan bir tekniktir. Mikrosatellitler genomda bol
miktarda ve orantili olarak dagilmis olarak bulunurlar. Bu sekilde primerler ile elde
edilen PCR firiinleri SSR lokuslaridir. Bu teknigin en 6nemli avantaji 6n bilgi
gerektirmemesidir. ISSR tekniginde kullanilan primerler 5° veya 3’ ucunda rastgele
genellikle 14 bazdan olusan secici baz dizilimlerine sahiptirler. Ancak secici baz
icermeyen primerlerde kullanilabilir. Bu teknikte basit tekrar dizileri iceren (15-24
bp) primerler SSR’lar arasinda kalan bolgeleri ¢ogaltirlar, dolayisi ile bu 6zellikler
ISSR teknigine bazi olumlu yonler kazandirmaktadir. Bunlardan en Onemlisi az
miktarda DNA ile bu teknigin yapilabilmesidir. Teknigin uygulanmasinin ¢ok kolay
oldugu ve maliyetinin ¢ok diisiik oldugu bilinmektedir (Kafkas 2006). ISSR
tekniginde, bir reaksiyonda ¢oklu bantlar elde edilebilmektedir.

Siirli sayida olan dogal kaynaklarimizdaki genetik cesitliligin korunmasi ve
gerektiginde verimli bir sekilde kullanimlar1 i¢in biinyelerindeki genetik
varyasyonun belirlenmesi gerekir. Bu varyasyonlar tespit etmek amaciyla, yapilan
aragtirmalar sonucunda maliyet bakimindan RAPD ve ISSR tekniklerinin avantajl
olduklar1 belirtilmistir. Bunlarin 6tesinde calisilacak laboratuar olanaklar1t goz
onilinde bulunduruldugunda, RAPD, SSR ve ISSR yontemlerinin radyoaktif madde
kullantminin olmadig1 ve arastirma kosullarinin simirlt oldugu laboratuarlarda
rahatlikla kullanilabilecek yontemler oldugu saptanmistir(Pejic ve ark. 1998; Crouch
ve ark. 1999; Arcade ve ark. 2000; Goulao ve ark. 2001; Belaj ve ark. 2003; Powell
ve ark. 1996; Bachmann 1994; Mignouna ve ark. 2003; Rana ve Bhat 2005).

Bu c¢alismani temel amaci, Vicia cinsi igerisinde yer alan olduk¢a karmasik ve
polimorfik tiirler olan V. sativa ve V. cracca ile ilgili tiir alti seviyede akrabalik
iliskilerini ortaya koymaktir. Bu amag¢ dogrultusunda her iki tiir kompleksine uzak

akraba V. hybrida ve V. palaestina tiirleri dis grup olarak calismaya dahil edilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Fabaceae familyasinin bir iiyesi olan Vicia L. cinsi, Avrupa, Asya, Kuzey ve
Giliney Amerika iliman bolgeleri boyunca dagilan, tek yillik, ya da ¢ok yillik otsu
tirleri kapsar. Vicia. cinsi Lathyrus L., Lens L. ve Pisum L. cinsleriyle birlikte
Vicieae oymagina aittir. Tiirkiye Florasin da Vicia L. cinsi Cracca, Ervum, Vicia L.
ve olmak tlizere dort seksiyona ayrilmistir (Davis 1970). Kupicha (1976) tarafindan
cins, monografik 6zelligine gore Vicia ve Vicilla (Schur) Rouy olmak {izere iki gruba
ayrilmistir. Maxted (1993) tarafindan yapilan kapsamli taksonomik ¢alismada Vicia
cinsi, sec¢ilen farkli diagnostik karakterlere bagli olarak Cracca S. F. Gray.,
Ervum(L.) S. F. Gray., Vicia L. ve Faba Aschers. & Graebn..’y1 kapsayan {i¢ ya da
dort biiyiik gruba ayrilmstir. Bu grublandirmada Faba bazen alt cins bazen de ayri
bir cins olarak degerlendirimistir. Cins, diinyada 150 tiirle temsil edilir.

Fabaceae familyasinin iilkemizde 69 cinsi vardir. Bu cinslere ait takson sayis1
1128 olup, endemik tiir sayist1 375’dir. Familyanin endemizm orani % 39.1
civarindadir. Fabaceae familyasinda en kalabalik taksona sahip cinslerinden biri olan
Vicia L. cinsi, lilkemiz ve Dogu Ege adalarindan yeni ilave edilen tiirlerle birlikte, 64
tiir, 23 alt tiir ve 21 varyete olmak tizere 92 takson igermektedir Tiirkiye’de Vicia
cinsine ait 5 tiir ve 3 alt tiir endemiktir, tiir bazinda endemizm oran1 % 8.5 dir
Takson bazinda endemizm orani1 % 26.3 civarindadir. Vicia cinsinin bazi tiirleri (V.
sativa, V. faba, Vicia ervilia vb...) iilkemizde kiiltiire alinmistir ve halen tarimi
yapilmaktadir (Davis 1970; Davis ve ark.1988; Giiner ve ark. 2000).

Vavilov (1951), Tiirkiye’nin 6zellikle adi fig i¢in (Vicia sativa L) gen merkezi
oldugunu belirtmektedir.

Davis (1970), Bu cinse ait tiirler arasinda oldukg¢a yiiksek varyasyona
rastlandigini, varyasyonun oldukg¢a yaygin oldugunu, tiir alt1 kategorilerdeki birey
sayisinin da oldukea yiiksek oldugunu bildirmistir.

Agikgdz (1991), fig tiirlerinin genis bir yayilma alan1 oldugunu ve Tiirkiye’nin

de figin anavatani icerisinde yer aldigini belirtmektedir.



2.1. Vicia Cinsinin Ekonomik A¢idan Onemi

Vicia cinsinin, bazi tilirleri ekonomik olarak kullanigh bitkilerin énemli bir
grubunu olusturur (Gengkan 1992). Fabaceae familyasinin bazi tiirleri hem insan
hem de hayvanlar i¢in ucuz protein kaynagidir (Tewatia ve Virk 1996).

Baklagiller ailesinin yiiksek protein icerikleri kadar, yliksek yag icerikleri de
dikkat ¢ekmis ve bu nedenle yag asit icerikleri genis capta incelenmistir (Smouse ve
Chang 1967; Howells ve ark. 1972; Onochie 1972; Grela ve Gunter 1995). Soya
fasulyesi ve yer fistig1 hari¢ diger legiimen tiirlerinin yag igeriginin genellikle diisiik
oldugu tespit edilmistir (Jones ve Earle 1966). Vicia cinsinin farkl tiirlerinde yag asit
ve toplam lipit igerigi iizerine yapilan bir arastirmada, tiirlerdeki lipit iceriginin %
2.30-3.91 arasinda degistigi belirlenmis ve baglica doymus yag asitlerinden stearik ve
palmitik asit, doymamis yag asitlerinden de oleik, linoleik ve linolenik asitleri daha
fazla bulundurduklar gézlenmistir (Akpinar ve ark. 2001).

Baklagiller yag asit igerigine gore ilk kemotaksonomik calisma, Wolff ve
Kwolek (1971) tarafindan yapilmis ve kemotaksonomik verilerin morfolojik verilere
gore daha giivenilir ve tatmin edici oldugunu rapor etmislerdir.

Baz1 caligmalar sonucunda legiimenlerdeki doymamis yag asidi igeriginin
birbirine benzer oldugu ve esas olarak oleik ve linoleik asitleri icerdigi tespit
edilmistir (Kwieicinska ve Matyka 1986, Daulatabad ve ark. 1987).

Bagc1 ve ark. (2004) legiimenlerdeki farkli cinslerine ait yag asit igeriginin
karsilastirilmasina yonelik yaptiklari calismalar da temel olarak oleik, linoleik ve
linolenik asitleri igerdiklerini ve bu yag asitlerin tiirler arasinda olduk¢a degiskenlik

gosterdiklerini desteklemektedir.



2.2. Sitogenetik Analizler le Ilgili Calismalar

Vicia sativa tiriiniin temel kromozom sayisi n=6 oldugu rapor edilmistir
(Beyazoglu ve Hayirlioglu 1991; Tita ve ark. 1992).

Vicia sativa subsp. sativa alt tlirliniin temel kromozom sayisinin n=6 oldugu
rapor edilmistir(El¢i 1965; Davis ve Plitmann 1970; Maxted ve ark. 1991).

Vicia sativa subsp. nigra (L.) Ehrh. alt tiirlinlin temel kromozom sayisinin n=6,
7 oldugu rapor edilmistir (Tutin 1968; Davis ve Plitmann 1970).

Vicia sativa subsp. incisa var. cordata(Wulfen ex Hoppe) Arc. varyetesinin
temel kromozom sayisinin n=5 oldugu bildirilmistir (Raina ve ark. 1983; Kamari, ve
ark. 1994).

Vicia cracca subsp. cracca alt tiiriinlin temel kromozom sayisit n=7 olarak
bildirilmistir (Sahin ve Baba¢ 1990, Beyazoglu ve Hayirlioglu 1991; Akpinar ve
Bilaloglu 1997; Inceer ve ark. 2002)

Vicia hybrida tiriniin temel kromozom sayisi n=6 olarak rapor edilmistir

(Meri¢ ve Olgun 1994).

2.3. Molekiiler Analizler ile Tlgili Calismalar

DNA seviyesindeki varyasyonu belirleyebilen metotlar, 6zellikle yakindan
iligkili genotipler arasindaki ayirim i¢in oldukc¢a etkili yontemlerdir (Hartl ve
Seefelder 1998). Bu yontemlerden biri dominant markir olan RAPD olup birkag
cinsin yakindan iligkili genotipleri arasindaki genetik varyasyonu belirleme
kapasitesi ve kolaylig1 sebebiyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Malus (Koller ve
ark. 1993; Harada ve ark 1993; Yae ve Ko 1995), Citrus (Deng ve ark. 1995), Pyrus
(Bellini ve Stefania 1997), Brassica (Jain ve ark. 1994), Solanum (Hosaka ve



Hanneman 1994), Petunia (Cerny ve ark.1996), Pisum (Hoey ve ark. 1996), Prunus
(Gregor ve ark. 1994; Chaparro ve ark. 1994; Warburton ve Bliss 1996; Ortiz ve ark.
1997, Hashmi ve ark. 1997; Heinkel ve ark. 2000), Corylus (Galderisi ve ark. 1999),
Vitis (Wang ve ark. 1999), Persea (Kobayashi ve ark. 2000), Morus ssp. (Vijayan
2004) gibi birgok calismada RAPD markirlarindan yararlanilmistir. Yine, kiiltiir
identifikasyonu (Yang ve Quiros 1993), nesil belirlenmesi (Elisiairo ve ark. 1999),
genetik iliskilerin degerlendirilmesi (Nicese ve ark. 1998) ve popiilasyonlarin genetik
varyasyon tahminleri (Harrison ve ark. 1997) RAPD’nin kullanim alanlarindandir.

Ayrica Vigna (Fabaceae) cinsine ait farkli popiildsyonlarin varyasyon
caligmalari i¢in izoenzim, tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik baglant1 icin RAPD markirlar
kullanilmigtir. 13 izoenzim lokusunun 7’sinin polimorfik oldugu gézlenmis, tiirler
arasindaki genetik varyasyonun ¢ok diisik oldugu, popiilasyonlar arasindaki
varyasyonun daha fazla oldugu tespit edilmistir. RAPD analizleri daha ayirt edici
olup toplam 85 banttan 66 s polimorfik oldugu tespit edilmistir. Izozim
verileriyle olusturulan dendrogram da iki V.marina ssp. marina, V. luteola ile ayri
olarak gruplandirilmistir. RAPD verileriyle olusturulan dendrogram ise, birbirine
benzeyen ii¢ takson ii¢ temel grupta gosterilmistir. Bu verilere gore, V.marina ssp.
oblonga akraba olan V. luteola’dan V.marina ssp. marina’ya daha yakin oldugu
saptanmistir(Sonnante ve ark. 1997).

Arastirma konusu olan Vicia cinsi ile yakin akraba Lathyrus cinsindeki, bes
farklt miirdiimiik tiiriine ait (Lathyrus sativus, L. cicera, L. ochrus, L. sylvestris ve L.
latifolius) farkli cografik orijinli 9 popiilasyon iizerinde RFLP ve RAPD markirlari
ile analiz yapilmistir. RFLP ve RAPD analizi sonuglarina goére L. ochrus’un diger
tirlerden genetik olarak agik¢a ayrildig: bildirilmistir. L. sativus tiri ile L. cicera
tiirlerinin yakin akraba olduklari ve bu iki tiiriin bir melezleme sonucu ortaya ¢ikmig
olabilecekleri veya ortak bir ebeveyne sahip olduklar1 gosterilmistir. Ayrica, L.
sylvestris tiiri ile L. latifolius tiirlinliin filogenetik bir yakinligin saptandigi
bildirilmektedir(Chtourou-Ghorbel ve ark. 2001).

Potokina (1997), yaptigi calismada RAPD analizleri ve tohum protein
elektroforezi Vicia segetalis iizerinde iki cografik grup goOstermistir: Kirim -
Kafkasya ve Orta Asya. Bolgeler arasinda kesin ayirict 6zellik fenotipik diizeyde

kesfedilmemistir. V. segetalis i¢in morfolojik ¢esitliligin merkezi Kirim ve



Kafkasya’dan ziyade Orta Asya oldugu goriilmiistiir.

Samuelsson ve ark. (1997), Vicia pisiformis (Fabaceae) popiilasyonlari
arasindaki varyasyon, morfolojik analizler ve RAPD markir sistemiyle
incelemislerdir. Popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasinda morfolojik farkliliklarin
olmasima ragmen, ¢alisilan 11 RAPD primeriyle popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar
arasindaki varyasyon diisiik bulunmustur.

Potokina ve ark. (2000), yaptiklar1 calismada Akdeniz iilkelerinden elde
ettikleri Vicia macrocarpa’nin ¢, V. cordata’nin iki ¢esidi ve V. sativa’nin dort
kiiltiir ¢esidi ile Sovyetler Birliginden elde edilen V. sativa grubunu olusturan bir
popiilasyonla 58 dogal Vicia taksonu arasindaki genetik uzakliklar RAPD-PCR ve
SDS-PAGE elektroforez yontemleriyle incelenmislerdir. Sonugta bu iki metodun
popiilasyonlarda go6zlenen genetik varyasyonla ve onlarin cografik dagilimlart
arasindaki iliski tespit edilmistir.

Agar ve ark. (2006), yag asitleri (FAs) ve RAPD profillerini 12 Vicia taksonu
arasindaki fenotipik ve genetik akrabaliklar1 dikkatle gozden gegirmek icin
kullanmiglardir. 125-2500 bp biiyiikliglinde toplam 156 amplikon 12 Vicia
taksonundan sekiz primerle tiretilmistir. Tiim Vicia tiirlerinin RAPD profilleri farkl
olmasina ragmen, genetik olarak ii¢ ayr1 grup test edilen tiirler arasinda bulunmustur.
Genetik ve fenotipik akrabaliklari incelemek i¢in kullanilan RAPD ve FAME
analizleri Vicia’nin fark ve smiflandirilmasinda ve muhtemelen diger bitki tiir ve
taksonlar i¢in faydali bir metot oldugunu bildirmislerdir.

Bahgat ve ark. (2008), Vicia faba L. tiirlinlin genetik stabilitesi RAPD
analizleri yapilarak gdzlenmis, iki bakla kiiltiirii 'Giza 2' ve '24 Hyto' bu amag i¢in
kullanilmistir. Giza 2’nin genetik stabilitesinin 24 Hyto’dan daha ¢ok oldugu
gosterilmistir. Sonugta, baklanin besin degerini gelistirmek i¢in bakla kiiltiirlerinin
kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Haider ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢aligmada bakla ve onunla iligkili olan Vicia
tiirleri arasindaki genetik cesitliligi tanimlamay1 amaglamiglardir. Alt1 Vicia cinsi
icerisinde on ¢ takson (V. sativa, V. villosa, V.monantha, V. narbonensis ve V.
cinerea, ek olarak, V. faba) Misir’in Kuzey-Bati Kiy1 bolgelerinden toplanmustir.
Elektroforetik protein ornekleri farkli Vicia tiirlerinin yani sira ayni tiiriin taksonlari

arasinda agik farkliliklar gostermistir. Ug izozim sistemi (glutamat okzaloasetat



transaminaz, amilaz ve esteraz) kuru tohumlarda incelenmistir ve V.faba L. ve
V.narbonensis tiiriinlin diger tiirlerden farkli spesifik izozim 6rneklerine sahip oldugu
bulunmustur. DNA seviyesindeki ¢esitlilik, farkli Vicia tiirleri arasindaki farkliliklar
ve ayni tilirlin taksonlar1 arasindaki onemli benzerlikler agik olarak RAPD-PCR
analizleri ile gosterilmistir. Sonuglar V. monantha’nin V. villosa ve V. cinerea ile ¢ok
yakin oldugunu gostermistir. V.faba L. ve V.narbonensis’in tamamen ayr1 oldugu
bildirilmistir.

Son zamanlarda dominant bir markir olan ISSR, tiir ve tiirler aras1 varyasyonu
belirlemede daha ¢ok kullanilmaktadir. Gossypium (Liu ve Wendel 2001), Hordeum
(Fernandez ve ark. 2002; Tanyolag 2003; Agnese ve ark. 2004), Oryza granulata
(Wu ve ark. 2004), Olea europaea (Essadki ve ark. 2006), Populus (Jianming ve ark.
20006), Jurinea (Dogan ve ark. 2007), Eucalyptus grandis (Okun ve ark. 2008) gibi
bir¢ok ¢alismada ISSR markirindan yararlanilmistir.

ISSR baklagilleri igeren birgok tahil tiirtinde kullanilmistir (Ratnaparkhe ve ark.
1998, Bornet ve Branchard 2001, Iruela ve ark. 2002, Rajest ark. 2003). Ayrica ISSR
genetik haritalamada fayda saglamakta ve markir se¢imine yardim etmektedir
(Zietkiewicz ark. 1994, Ratnaparkhe ark. 1998, Rubeena ve ark. 2003).

ISSR teknigi PCR’a dayali mikrosatellitleri de i¢ine alan tekrarlanabilirligi ile
yiiksek bir tekniktir (Reddy ve ark. 2002a). Bu yontem bir¢ok kiiltiir bitkisine
uygulanmis bir metottur. ISSR analizleri misir (Kantety ve ark. 1995) ve fasulyede
(Métais ve ark. 2000) genetik ¢esitliligi degerlendirmenin yan1 sira patates (Prevost
ve Wilkinson 1999) ve limon (Fang ve Roose 1997 ) kiiltiirlerini teshis etmek i¢in
kullanilmustir.

Reddy ve ark. (2002b), Cicer arietinum L. tiiriinde yapmis olduklar1 ¢aligmada
ISSR teknigin kiiltiir bitkilerinde uygulanabilirligini ortaya koymuslardir. Bu metotla
yliksek oranda polimorfizm bulduklarini agiklamiglardir.

Galvan ve ark. (2003), Arjantin orjjinli 10 ve Fransa orijinli {ig¢
fasulye(Phaseolus vulgaris L.) genotipinde genetik ¢esitliligi ve genotipler arasi
iligkileri saptamak amaciyla 23 ISSR primeri kullanmiglar ve bu primerlerin dokuz
adedinin polimorfik oldugunu, bu polimorfik primerlerin 75 adet polimorfik bant
olusturdugunu, olusan bantlarin biiyiikliigiiniin 300-2400 bp arasinda degistigini, 33

adet polimorfik bantin tanimlanabilir oldugunu, triniikleotid motif primerleri ile



olusturulan ISSR markirlarinin % 53’iiniin polimorfik olmasina karsilik, diniikleotid
primerleri ile olusturulan ISSR markirlarinin % 38’inin polimorfik oldugunu, ISSR
markirlarinin incelenen genotipleri Peru ve Arjantin gen havuzu orjinli ve Orta
Amerika gen havuzu orijinli olmak iizere iki gruba ayirdigini, Fransa orijinli
genotiplerin Peru ve Arjantin gen havuzu orijinli grup ile % 72 genetik benzerlik
gosterdigini, Fransa orijinli genotiplerin Arjantin orijinli genotiplere gore daha az
genetik varyasyon gosterdigini bildirmislerdir.

Sica ve ark. (2005), italya orjinli Asparagus acutifolius L. gesitleri arasindaki
genetik cesitliligi incelemek amactyla ISSR molekiiler markir teknigini kullandiklari
calismada; 23 ISSR primeri kullanarak toplam 228 polimorfik bant elde ettiklerini,
cesitler arasinda genis bir varyasyon tespit ettiklerini, UPGMA analizi ile genotipleri
net bir sekilde cografik orjinlerine gore ayrilabildigini belirtmislerdir.

Arastirma konusu olan Vicia cinsi ile yakin akraba Lathyrus cinsindeki genetik
cesitliligi degerlendirmek amaciyla ISSR teknigi ile Lathyrus seksiyonuna giren L.
sativus L. ve L. cicera L. tiirleri ile Clymenum (Adans.) DC. seksiyonuna giren L.
ochrus DC. tiirleri lizerinde yapilan ¢alismada, 4 ISSR primeri kullanarak toplam 60
polimorfik DNA bandi saptanmig, bir ISSR primerinde elde edilen 500 bp
uzunlugundaki bandin Clymenum seksiyonunda bulunmadiginin ortaya c¢iktigi
bildirilmistir. Arastiricilar, elde ettikleri bulgularin miirdiimiikte tiir i¢i ve tiirler arasi
yiiksek bir molekiiler polimorfizm bulundugunu gdsterdigini bildirmektedirler. Bu
calisma Lathyrus seksiyonlari arasinda ya cografik orjinli genis bir yayilma
alanindan popiilasyonlarin genetik cesitliligini degerlendirmek i¢in ya da molekiiler
ayrim i¢in ISSR prosediiriin etkinligini kanitlamistir (Belaid ve ark. 2006).

Terzopoulos ve ark. (2008) tarafindan Vicia faba tiirii ISSR markirlart ile analiz
edilmistir.190°1 polimorfik olan (% 98.9), total 192 DNA bandi rapor edilmistir.

Duran ve ark. (2004) Vicia ile yakin iliskili diger bir cins olan Lens cinsine ait
22 ornekli bir koleksiyonun genetik varyasyonunu RAPD ve ISSR markirlariyla
belirlemiglerdir. Koleksiyona ait kiiltiir mercimek Ornekleri; Lens culinaris ssp.
culinaris, ve onun yabani atasi L. c. ssp. orientalis, Ayn1 zamanda cinsin diger
yabani tilirleri olan L. odemensis, L. ervoides, L. nigricans, L. tomentosus, ve L.
lamottei’yi igerir. Kiiltiir olan materyal icinde varyasyon derecesi diisiik olmasina

ragmen, RAPD (% 91.3) ve ISSR (% 98.8) markirlar1 tiim koleksiyonda yiiksek
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sayida polimorfik markir {iretmistir. ISSR markirlart RAPD markirdan ortalama daha
fazla bant iiretmis ve daha fazla polimorfik oldugu goriilmistiir. Bu markirlarin

mercimek kiiltiirlerini teshisini gergeklestirmeye fayda sagladig belirtilmigtir

2.4. Protein Analizi le Tlgili Calismalar

Potokina ve Eggi (1999), Vicia sativa ve Vicia angustifolia’nin farkl cografik
bolgelerden toplanan 82 cesidinin toplam proteinlerini SDS-PAGE elektroforez
yontemiyle incelemisler, bu bantlara dayanarak V. sativa’da 6 tip protein, V.
angustifolia’da ise 3 tip protein tanimlamigslardir. Neticede bu iki tiir tohum protein
profilleri ile kolayca birbirinden ayrilmistir.

Beyazbenli ve ark. (2006), Konya bdlgesindeki Vicia L. tiirlerinin tohum depo
protein profillerini SDS-PAGE Yontemi ile belirlemiglerdir. Caligma sonucu protein
profilleri ¢ikarilmistir. Tiirler arasindaki genetik iliskilerin degerlendirilmesi sonucu
olusan dendrograma gore Vicia tiirleri iki ana gruba ayrilmistir. Bu grup iiyelerinin
genetik uzakliklarinin %18 ile %70 degerleri arasinda degistigi goriilmiistiir. SDS-
PAGE ile ortaya konulan Vicia tiirleri arasindaki uzakliklar Davis’in (1970) Tiirkiye
Florasi’ndaki morfolojik karakterlere gore belirlenmis olan akrabalik derecesi ile

uyumlu bulunurken birkag tiirde farkli sonuglar bulunmustur.
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2.5. Vicia L. Cinsi Ozellikleri

Salg tiiyleri tagimayan, tek yillik, iki yillik ya da ¢ok yillik bitkiler; govde
kanatsiz, genellikle tirmanici. Yapraklar genellikle tendril ya da bir mukro ile
sonlanan paripinnat, nadiren imparipinnat; agst damarlanmaya sahip yaprakgiklar bir
ya da cok ¢iftten olusur, kenarlar1 pargalanmamis ya da nadiren digli. Stipullar diiz ya
da disli, nektaryumlu veya degil. Cigekler, bir ana eksenden ¢ikan rasem, ya da tek
tek. Kaliks diizenliden, iki dudakliya kadar degisir, gibboz ya da degil; kaliks disleri
esit ya da farkli uzunlukta, yapraksi degil. Kanatlar serbest ya da kayikcikla birlesik.
Stilus yukar1 uca dogru pubescent tliylii ya da sadece asagi kismi sakalsi tiiylii,
nadiren sadece iist kisminda bir hat boyunca tiily mevcut veya tiiysiiz. Legiim
(meyva) asag1 yukari basik, bir ya da ¢ok tohumlu, meyve suture kanatsiz. Tohumlar
hemen hemen kiiresel, bazen basik, hilum ¢ogu zaman uzunca.

Bu cins Lathyrus ve Lens ile oldukca benzerlik gosterir. Ozellikle Faba
seksiyonunda bulunan tiirler Lathyrus’la yakin iliskidir. Bu cinsin ¢ogu tlirii hem
cevresel farkliliklardan hem de genetik olarak oldukca yiiksek varyasyon gosterirler.

Homolog varyasyonu genis yayislidir.

2.5.1. Sect. Cracca S. F. Gray

2.5.1.1. Vicia cracca L.

Zayif, ¢cok yillik, dik veya tirmanici, hemen hemen tiiysiiz ya da basik tiiylii.
Yaprakgiklar (5-) 8-16(-20) ¢ift, 0,8-4 cm, ovat-oblongdan lineara (ipliksi - seritsi);
Stipullar zayif, semihastate, daima parcalanmamuis; Tendriller dallanmis. Pedunkul
kisa ya da yapraktan uzun; rasem 10-40 c¢icekli, yogun ya da gevsek. Cigekler 13-18

(-20) mm, menekse ya da lila renginde (nadiren beyaz). Kaliks 3-6 mm, hemen
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hemen gibboz, genellikle morumsu, en asagidaki dis daha kisa kismen tiipten daha
uzun. Standart dudagi hemen hemen kilavin iki kati. Stilus yanlardan basik.
Legiimen (meyve) 20-30 mm, daima tiiysiiz. Tohumlar birden fazla.

Cok polimorfizm gosteren bu tiirli, ozellikle kalitsal varyasyonlardan ve
fenotipik esnekliklerinden dolay1 ayirt etmek ¢ok zordur. Bu kompleks en fazla
varyasyonu Balkanlar’da, Anadolu’da ve Kafkasya’da gosterir Tiirkiye i¢in 5 tane alt
tir tanimlanmistir. Bunlar subsp. cracca ve subsp. stenophylla birbirinden bariz
farklidir. V. cracca kompleksi Avrupa’da biyosistematik ¢aligmalara alindigi halde
bu grubun Anadolu ve Kafkasya’da bulunanlar1 icin sitogenetik bir bilgi yoktur.
Kafkasya’nin dogu siirlarindan tanimlanan birkag tiiriiniin durumu kesin degildir. V.

cracca sensu lato ornekleri V. villosa ile sik sik karistirilir.

V. cracca L. subsp. cracca

Govdeler zayif, tirmanici, basik pubeskent tiiylii; yaprakciklar 5-12-¢ift; en
asagidaki kaliks digleri tlip kadar, lanseolat; meyve oblong, kaliks icinde kisa bir

stripte daralmus.

V. cracca L. subsp. atroviolacea (Bornm.) Davis

Cigekler biiyilik, ¢ok koyu menekse, 13-18 mm uzunlugunda; pedunkul kisa,
daima 2-4 cm, rasem birlesik; bitki erekt, yaprakciklar daima 8-10-¢ift, oblong-
lanseolattan oblonga, sik sik subsericeous; Standard dudag: kilav kadar(kisa); meyve

subsp. gerardii gibi.
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V. cracca L. subsp. stenophylla Vel

Yaprakciklar darca seritsi 10-30 x 0.5-2(-3) mm, akiit; yaprak ekseni narin;
cicek durumu genellikle gevsek, ¢igekler genellikle daha fazla yayilmis; standard
dudag klavin 1.5 katina kadar; meyve oblik, oblanseyolat, diger alt tiirlere gore

tabanda tedrici(dereceli) olarak daha fazla daralmis.

V. cracca L. subsp. gerardii Gaudin

Yaprak sayis1 12-16(-22) c¢ift; kaliks alt disleri tiipden hafifce daha uzun veya
ayni boyda, subuleyt; meyve oblik, oblong, kaliks tiipiinden daha uzun veya esit

biiytikliikte bir stripte tedrici olarak daralmis.

2.5.1.2. Vicia palaestina Boiss.

15-80 cm boyunda, sarilici, seyrek basik tlyli, tek yillik narin bitkiler.
Yaprakeiklar (5-)6-10 ¢ift, 5-30 x 0.5-3 mm, darca seritsi mizraksi, akiit; stipullar
kiictik, semi-hastat; tendriller ¢ogunlukla dalli. Pedunkul yaprak uzunlugunun yarisi

kadar, (2-)3-8(-10)-¢igekli. Pediseller 1-1.5 mm. Cigekler 5-7(-9) mm. Kaliks
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yaklagik 2 mm, hemen hemen oblik agizli gibboz; disler tiipten hafifce daha kisa,
mizrakst liggenimsi standartin dudaklar1 leylak mavi dudaktan daha kisa kilavli;
kanatlar beyazims1 mavi. Meyve romboit-oblong (13-)17-24 x 4-8 mm, subtoruloz,
tilysiiz. Tohumlar 1-4; ¢igeklenme 3-5. aylar. Taslik yamaglar, Quercus aegilops

ormanlarinda ve stepte 1-1000m aralarinda yayilig gosterir.

2.5.2. Sect. Vicia L.

2.5.2.1 Vicia sativa L.

Tiiyliiden subglabroza tek yillik, 20-80(-100) cm, yatik govdeli, dik ya da
tirmanict. Yaprakciklar (2-)4-8(-9)- c¢ift, genellikle 10-40x2-15 mm, linear (seritsi)
ya da lanseolattan (mizraksi), oblong ya da ovata, nadiren derince disli. Stipullar
semihastate, dentat; tendriller genellikle dallanmis. Cigekler 1-2(-3), aksiller, (10-
)14-27(-30) mm, solgun pembeden morumsu menekseye, nadiren beyaz; kisa
pediselli, ¢cok nadiren kisa pedinkullu. Kaliks 7-20 mm, ¢an seklinde - tiipsii, hemen
hemen diizenli, pubescent tiiylii; disleri (3-)5-11(-14) mm, neredeyse esit, linear-
subuleyt ya da lanseolat. Meyve (25-)35-65(-70) x 5-9 (-12) mm, linear, bazen gagali
genellikle pubeskent tiiylii, 1-2 tohumlu. Tohumlar genellikle 6-12 adet, diiz, 2-7 mm
capinda. Hilum kisa.

Vicia cinsinin en fazla varyasyon gdosteren (genetik ve fenotip olarak)
kozmopolit tiirleridir. Cins igerisinde en gesitlilik gdsteren tiirlerden birisi kiiltiirii de
yapilan Vicia sativa tiriidiir. Tire ait kompleks icerisinde bes alt tiir tanimlanabilir.
Vicia sativa’nin alt tiirleri ve popiilasyonlari arasindaki degiskenlik birbirlerine gore
benzerlik gosterir ve agikcast bu varyasyonlar {ist iiste cakisir. Daha oOnceki
calismalara gore, temel kromozom sayisinda ve Ozellikle yaprak¢ik morfolojisinde
biiylik dl¢iide varyasyon gozlenir. Tiirkiye florasindaki anahtara gore tanimlanan alt
tiirler meyve ve cigek dzelliklerine gore iki ana gruba ayrilir. Ik ana grupta dimorfik

cicek ve meyve ozelligi ile V. sativa subsp. amphycarpa yer alir. Diger ana grupta ise
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diger dort alt tiir varyeteleri ile birlikte yer alir.

V. sativa L. subsp. sativa

Meyve hemen hemen toruloz, 45-70 x 6-10 mm; tohumlar 4.5-7 mm; kaliks
disleri genellikle 5-11 mm; korolla 20-26 mm; yaprakgiklar (5-)6-8(-9)-¢ift, linear

veya oblongdan obovat, trunkeyt

V. sativa L. subsp. incisa (Bieb.) Arc. var. cordata (Wulfen ex Hoppe) Arc.

Tiim yaprak¢iklar pargalanmamis, oblongtan obovat-kiineyata; korolla daima
iki renkli.

V. sativa L. subsp. nigra (L.) Ehrh var. nigra

Yaprakeiklar genellikle 1-6 mm genisliginde, lineardan oblong veya

oblanseolata, bazen eliptik, akiitten retusa; kaliks 7-12 mm, disler 2.5-7 mm; korolla

(10-)14-20 mm, bitki narin govdeli.

V. sativa L. subsp. nigra (L.) Ehrh var. segetalis (Thuill.) Ser. ex DC.

Yaprakeiklar genellikle 4-10 mm genisliginde, oblong-lineardan oblong ovata
akiitsti ¢entikli; kaliks (8-)10-12 ve (-13) mm, disler 4-8 mm; korolla 17-22 mm;
bitki calims1 gévdeli.
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V.sativa subsp. nigra var. segetalis aslinda var. nigra ve var. cordata
arasindadir.

2.5.2.2. Vicia hybrida L.

15-80 cm boyunda, basik-piloz tiiylii, tek yillik, yatik, yiikselici veya tirmanici
bitkiler. Yaprak¢iklar 4-7(-8)-cift, 5-20(-25) x 3-8 mm, obovattan oblanseolata,
bazen tersiicgenimsi veya linear, tabanda tedrici olarak daralmis, trunkeyt’den
centikliye, nadiren obtuz; stipullar basit veya dalli, 2-3 mm, semihastat; tendriller
basit veya dalli. Pedunkul yok; pedisel kaliksten daha kisa. Cicekler tek, (18-)20-
31(-35) mm, siilfiir sar1. Kaliks 8-10 mm, kismen gibboz, oblik agizli, piloz; disler
tiipden daha kisa, farkli uzunlukta, lanseyolat-linear. Standard st ylizeyde yar1 basik
pubeskent tiiylii, dudak genisligi yaklasik kilav boyun kadar. Meyve oblong-
romboyid, 20-35 x 6-12 mm, basik piloz tiiylii. Tohumlar 2-5, ¢i¢ceklenme 3-5. aylar.
Kayalik kirestas1 yamaglarda, cayirlik yerlerde, sahil kiyilarinda 1-1000 m
yiiksekliklerde yaylis gosterir.

Cografik olarak oldukca genis bir alanda yayilis gdsteren oldukga polimorfik
bir tiirdiir. Ozellikle meyve boyutlari, gigek uzunlugu yaprakeik sekil ve sayisinda

biiyiik 6l¢iide varyasyon goriiliir.
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3.1. Materyal
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Calismada kullanilan materyaller Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1, Arastirmada Incelenen Vicia Taksonlari

Ornek
No
VM2

VMI12

VMI13
VMI15

VM16

VM17
VMI8
VMI19

VM22

VM26

Takson

Vicia sativa subsp sativa

Vicia sativa subsp nigra var. nigra

Vicia sativa subsp
segetalis

Vicia sativa subsp incisa var. cordata

nigra  var.

Vicia cracca subsp. cracca

Vicia cracca subsp gerardii
Vicia cracca subsp atroviolacea
Vicia cracca subsp stenophylla

Vicia hybrida

Vicia palaestina

Lokalite

Antalya-Alanya yol ayrimi, tarla
kenar1 ve igleri 10m, 23.05.2005
Y.Bagc1 3240 & T.Uysal

Hatay: Iskenderun-Antakya yolu,
Belen sti, 560m, 21.05.2005,
K.Ertugrul 3476 & O.Tugay

Kepez istii, Kepez, Antalya 281m,
23.05.2005, Y.Bagci1-3255-T.Uysal
Kepez iistii, Kepez, Antalya 28 1m,
23.05.2005 Y.Bagci 3250 & T.Uysal
Nigde Aladaglar Mazmil Dag1
1568m, 20.07.2005 Y.Bagc: 3382 &
H.Demirelma

Antalya - Alanya yol ayrimi, 0-10 m
23.05.2005, Y.Bagci 3242& T.Uysal
Yozgat; Yozgat ¢amhigi ici, 1400m,
22.07.2005 Y.Bagci 3437 & HD
Belen yolu, Orman i¢i, 1550m,
23.05.2005, Y.Bagc1 3260 & T.Uysal
Hatay: Antakya-Yayladag arasi,
Cabala Koyii, 630 m, 22.05.2005,
K.Ertugrul 3525 & O.Tugay
Gaziantep: Fevzipasa-Osmaniye
arast, 5. km, 1000 m, 23.05.2005,

K. Ertugrul 3547 & O.Tugay
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3. 2. Sterilizasyon

Calismada kullanilacak tiim c¢ozeltiler, tamponlar, kullanilan tlipler ve pipet
uclar1 121°C de 20 dakika otoklavda sterilize edilerek kullanilmis ve sterilizasyonun
gerceklestigini ve kontaminasyonun olmadigini kontrol amagli deneylerin her

asamasinda kontrol grubu eklenmistir.

3.3 Metot

3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Soltis tarafindan modifiye edilen Doyle’nin metodu
kullanilarak gerceklestirilmistir(Soltis ve ark. 1991). Bitki materyalinden genomik
DNA'nin elde edilmesi i¢in toplanan bitki Orneklerinin her birinin kuru
yapraklarindan 0,01 gr alinarak sivi azot ile porselen havanda ezilerek toz haline
getirilmis, eppendorf tiipiine konulmus daha sonra 65 °C'da isitilmis DNA
ekstraksiyon tamponundan [2 X CTAB] 500yl ilave edilerek araliklarla karistirilarak
60°C de 4 saat inkiibe edilmis ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Uzerine 500 pl kloroform ilave edilmis, 5 dakika 14.000 rpm’de santrifiijjden sonra
stv1 kisim yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmistir. Uzerine tekrar 500 pl kloroform
ilave edilmistir. 5 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilip agik krem renkli sivi kisim
tekrar yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmigtir. VM2, VM12, VM13, VM15, VM6,
VM17, VM18, VM19, VM22 ve VM26. Her bir 6rnegin lizerine 32 ul amonyum
asetat, 233.3 ul izopropanol eklenip 3 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmis ve sivi
kisim atilip eppendorf tiipiiniin dibindeki pellete 1 ml % 70’lik etanol eklenmistir. 3
dakika 14.000 rpm de santrifiij edilip sivi kisim tekrar atilmig pellet kisminin

kurumasi i¢in eppendorf tiipii 30 dakika vakumda bekletilmistir. Bunun sonunda
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eppendorf tiiptine 50 ul 1x TE (Tris-EDTA) ilave edilmis ve 15 dakika 65 °C’de su
banyosunda tutulmustur. Daha sonra % 0,7°lik agaroz jele yiiklenerek bantlar

gozlenmistir ve PCR amplifikasyonlarina kadar 20°C’da saklanmustir.

3.3.2. DNA konsantrasyonunun tayini

Izolasyonlarin gergeklesip gerceklesmedigini gozlemek icin 3,5 ul EtBr ile
hazirlanan % 0,7’lik agaroz jele 5 pl PCR iiriinii ve 2 pl yilikleme soliisyonundan
toplam 6 ul yikleyerek 100V 70mA’de 25 dakika yiiritilmis, UV
transilluminator’de goriintliilenmistir. Buna gore elde ettigimiz DNA’lar 10000 bp’
den biraz daha fazla biiyiikliige sahip oldugu belirlenmistir.

Buna ragmen saglikli bir PCR gerg¢eklesmesi i¢in DNA konsantrasyonlart ND
1000 ile spektral dlgitimleri yapilmis olup veriler Tablo 3.2°de goriilmektedir.

Spektral sonuglara gore her bir 6rnek i¢in 30 ng olacak sekilde 100 pl hacme
eklenecek olan DNA miktar tespit edilmistir. DNA saflig1 i¢in ise A260/ A280= 1,8
formiilii kullanilarak bulunan degere yakin olanlar saf DNA olarak diisiiniilmiis, ¢ok
bliyiik ve ¢ok kiigiik degerler ise saf olmayan DNA elde edildigine karar verilip

tekrar izolasyonu yapilmaistir.
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Tablo 3.2, Orneklerin spektral sonuglar

Ornek ABS A260).  A280h A260/A280)h A260/A230A [C]

No
VM2 5,110 8,945 4,600 1,94 1,75 447,21
VM12 7,418 16,153 8,528 1,89 2,18 807,6
VM13 14,752 32,214 15,363 2,10 2,18 1610,7
VM15 16,387 29,496 14,387 2,05 1,80 1474,8
VM16 3,565 7,912 4,023 1,97 2,22 395.,6
VM17 2,433 6,894 3,378 2,04 2,83 3447
VM18 5,388 10,551 5,370 1,96 1,96 527,6
VM19 7,475 18,591 9,099 2,04 2,49 929.6
VM22 4,681 9,627 5,069 1,90 2,06 481,3
VM26 9,478 20,466 10,263 1,99 2,16 1023,3

3.3.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Genetik kaynaklarin karakterizasyonu, genotipler arasinda genetik iligkilerin
saptanmast ve ¢esit tanimlanmalar1 gibi alanlarda (Kafkas 2006), tiirlerin filogenetik
akrabaligini aciklamak ve legumenleri de igeren bircok crop tiirlinde kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu prensibine bagli calisgan ISSR markir tekniginin en
uygun yontem oldugu arastirmalar sonucunda belirlenmis ve kullanilmasina karar

verilmistir.

3.3.3.1. ISSR analizi

Calismada Tablo 3.3 de gosterilen ve British Colombia Universitesinden elde

edilen ISSR primerleri kullanilmistir.



-21-

Tablo 3.3, Calismada kullanilan Primerler, Primerlerin No’su, Niikleotid Dizilimleri,
Baz Sayilar1 ve Yapigsma Sicakliklar

Sira Primer No Niikleotid Dizilimi (5°-3°) Baz Yapisma

No Sayis1 Sicakliklan (°C)
1 UBC808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 17 52
2 UBC809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 17 52
3 UBC810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 17 50
4 UBC812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 17 50
5 UBCS813 CTCTCTCTC TCT CTCTT 17 50
6 UBCS818 CAC ACA CACACA CACAG 17 52
7 UBC820 GTG TGT GTG TGT GTG TC 17 52
8 UBCS821 GTG TGT GTG TGT GTG TT 17 50
9 UBCS822 TCT CTC TCT CTC TCT CA 17 50
10 UBCS824 TCT CTC TCT CTC TCT CG 17 52
11 UBCS826 ACA CAC ACA CACACACC 17 52
12 UBC827 ACA CAC ACA CACACACG 17 52
13 UBC829 TGT GTG TGT GTG TGT GC 17 52
14 UBC830 TGT GTG TGT GTG TGT GG 17 52
15 UBC834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 18 53
16 UBCS835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 18 55
17 UBC840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 18 53
18 UBC841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 18 55
19 UBC843 CTC TCT CTC TCT CTC TRA 18 53
20 UBC844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 18 55
21 UBC847 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 18 55
22 UBC848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 18 55
23 UBC852 TCT CTC TCT CTC TCT CRA 18 53
24 UBC853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT 18 53
25 UBCS855 ACA CAC ACA CACACACYT 18 53
26 UBC856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 18 53
27 UBC857 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 18 55
28 UBC861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC 18 61
29 UBC865 CCG CCG CCG CCG CCG CcCG 18 74
30 UBC873 GAC AGA CAG ACAGACA 16 48

31 UBCR876 GAT AGA TAG ACA GAC A 16 43
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Primerler i¢in 6zellikle Adenin ve Guanin agisindan zengin olan Tablo 3.3,’de
verilen 31 primer se¢ilmistir. Bu 31 primer i¢inden 17 tanesi ¢alistigimiz 6rneklere
cevap vermistir (UBC818, UBC 830, UBC 834, UBC 809, UBC 824, UBC 827,
UBC 856, UBC 826, UBC 840, UBC 843, UBC 808, UBC 820, UBC 852, UBC 812,
UBC 813, UBC 810, UBC 829 ve UBC 855). Bu primerlerden Dokuz tanesi tim
tiirlerimize cevap vermistirf(UBC 818, UBC 834, UBC 809, UBC 820, UBC 812,
UBC 827, UBC 829, UBC 830, UBC 808). U¢ (UBC 818, UBC 820 ve UBC 809)

tanesi ise tiim alt tiirlere cevap vermistir.

3.3.4. Optimizasyon

Oncelikli olarak segilen primerlerden her biri igin MgCl,, Primer ve Taq
polimeraz enzim miktarlarim1 kullanilacak en uygun yontem arastirillmis ve
arastirmalar sonucunda Zietkiewicz ve ark. (1994)’nin belirttigi ISSR protokolii
kullanilmigtir. Denemelerde Tm sicakliklarina gore gradient uygulanmustir.

ISSR analizi 25 Mikrolitre amplifikasyon reaksiyon ¢ozeltisi; 75 mM Tris-HCI,
pH=8.8, 20 mM (NH4),SO4, 2 mM MgCl,, 100 mM dATP, 100 mM dTTP, 100 mM
dGTP, 100 mM dCTP, 0.2 mM primer, 1.0 unite Taq DNA polymerase ve 10 ng
DNA igermektedir. Sicaklik ve dongii kosullar1 olarak, 94 °C’de 2 dk o6n
denatiirasyon isleminden sonra, 36 dongii boyunca ornekler denatiirasyon icin 94
°C’de 1 dk, primerin DNA’ya yapismasi i¢in primere gore degismek ilizere 45-55
°C’del dk, ve uzama sathasi i¢in 72 °C’de 2 dk tutulmustur. Ayrica, 6rnekler son

uzama safhasi i¢in 72 °C’de 10 dk bekletilmislerdir.
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3.3.5. Polimeraz zincir reaksiyonu biitiin é6rneklere uygulanmasi

Yapilan optimizasyon dogrultusunda bant sayisi ve bantlardaki parlaklik
dikkate alinarak en iyi iirlinlin elde edildigi Tm sicakliklar1 her drnege ayri ayr
uygulanarak ISSR-PCR’in gradient sonuglarina goére en fazla bant olusturan
sicakliklar sec¢ilmistir. En fazla bant olusturan sicakliklara gore tek bir sicaklik
denemesinde tiirlerin hepsi ayni anda cevap vermemistir. Genellikle hepsi farkli
sicakliklarda cevap vermistir. Ayrica bu sicakliklar genellikle primerin Tm

sicakligindan diisiik sicaklik olmustur.

3.3.6. Elektroforez

Mini yatay elektroforezde elde edilen PCR iiriinlerinin elektroforezi 5 pl EtBr
ile hazirlanan %1.2 (w/v) agaroz jele 5 pl PCR fdirinii ve 2 pl yilikleme
soliisyonundan toplam 6 pl yiikleyerek 1 X TAE tampon ¢6zeltisinde i¢inde 100V’da
45 dk, 1 saat yiriitiilmiis ve jeller UV transilluminator yardimi ile goriintiilenmis ve

UV 15181 altinda fotograflari ¢ekilmistir.
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3.4. DNA Bantlarimin Skorlanmasi

Bu calismada kullanilan 10 farkli bireyin genotipinden elde edilen DNA
bantlar1 genotipler arasinda karsilagtirildi ve ayni hizada bulunanlar benzer bolge
olarak diisiiniilerek bant varliginda 1, farkli hizalarda bulunanlar 0 olarak kodlandi
(Igbal ve ark. 1997, Zhang ve ark. 2005, Gutierrez ve ark. 2002, Abdalla ve ark.
2001, Senior ve ark. 1998, Rahman ve ark. 2002, Rana ve Bhat 2005, Tabar ve ark.
2004). Elde edilen biitiin izler bagimsiz olarak ikili degisken seklinde (1 ve 0)
degerlendirildi.

3.5. Veri Analizi

Jelde goriintiilenen bantlar polimorfik olup olmamasina goére 1 (var) veya 0
(yok) olarak smiflandirildiktan sonra, matris olusturularak genetik benzerlik Jaccard
(1908) ‘e gore hesaplanmustir.

Jeller tlizerindeki bantlarin yorumlanmasiyla olusturulan matriksler, Centroid
(Kiimeleme) ve NTSYSpc 2.1 (Rohlf 1998) ile organize edilmistir. Burada 6lgiit; bir
genotipteki herhangi bir bolgedeki bandin, soyundan geldigi baska bir genotipteki ve

ayn1 bolgedeki bant ile benzeme ihtimalinin tahmin edilmesidir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Genotipler Arasindaki Genetik Farkliliklarimin Saptanmasi

Bir¢ok makaleden materyale uygun olarak secilen ISSR primerlerinin izlerinin
jellerdeki goriintiileri sonucunda, iiriinler var (1) ya da yok (0) seklinde
degerlendirilmis ve elde edilen verilerle BIO-PROFIL BIO1-D++ ve NTSYSpc
(Rohlf 2004) adli bilgisayar paket programlarinda analiz edilmistir. Her bir
primerden elde edilen wveriler ayr1 ayr1 degerlendirildigi gibi birlikte de
degerlendirilmistir. Genetik benzerlik indeksi Jaccard’a gore hesaplanmistir.
Soyagacinin elde edilmesinde Centroid yontemi kullanilmistir. Calismada
kullandigimiz UBC 818, UBC 808, UBC 809, UBC 812, UBC 820, UBC 827, UBC
829, UBC 830, UBC 834 primerleriyle elde edilen bantlarin hepsinin polimorfik
oldugu tespit edilmistir.
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4.2. ISSR Primerlerinin Degerlendirilmesi

827 primeri igin; 45-53 °C’de yapilan gradient ¢alismasi sonucu VM2, VM12,

VM13, VM16, VM17, VM18, VM19, VM22, VM26 o6rneklerinin hepsi 53 °C’de

bant vermistir. Ancak VM15 6rnegi iiriin vermemistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1, ISSR PCR ile UBC 827 primerinin 6rnekler tizerindeki jel
goruntusu
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Sekil 4.2, UBC 827 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.2°de de goriildiigli gibi ¢alisilan taksonlar UBC 827 primeri ile ii¢ ana gruba
ayrilmaktadir. Bu ii¢ ana grubun % 84 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. 1. ana
grupta V. sativa tiirliniin alt tiir ve varyeteleri ile V. cracca tiiriiniin alt tiirleri yer
almaktadir. 1. ana grup ii¢ dala ayrilmaktadir ve bu ii¢ dal % 48 oraninda uzak
goriilmektedir. Birinci dalda yer alan V. sativa subsp. sativa ve V. sativa subsp. nigra
var. segetalis varyetesine % 36 oraninda uzak goriilmektedir. Tkinci dalda yer alan V.
sativa subsp. nigra var. nigra, V. sativa subsp. sativa ve V. sativa subsp. nigra var.
segetalis’ten ayrildig1 goriilmektedir. Ugiingii dalda yer alan V. cracca subsp. cracca
alt tiirii V. cracca subsp. atroviolacea alt tiiriine % 28 oraninda uzak goriilmektedir.
Avrupa’daki 6rneklerden farklilik gdsteren, V. cracca tiriiniin diger alt tiirlerinden
yaprak bakimindan farkli olmasi ile tanmnan V. cracca subsp. gerardii alt tiiri
dendrograma gore acgikca ayrilmaktadir. Florada V. cracca subsp. cracca alt tiiriinden
bariz olarak ayrilan V.cracca subsp. stenophylla alt tiiri de dendrograma gore
ayrilmaktadir. Bu alt tiirlerin birbirine % 42 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. II.
ana grupta V. hybrida ve 1ll. ana grupta V. palaestina tiirleri yer almaktadir. Bu iki

tiiriin komplekse ait diger tiirlerden farkli oldugu dendogramda agikca goriilmektedir.
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830 primeri i¢in; 45-53 °C’de yapilan gradient calismasi sonucu VMI12,
VM13, VM16, VM18, VM19, VM22, VM26 ornekleri farkli sicakliklarda cevap
vermistir. Ancak VM2, VMI15 ve VMI7 ornekleri ise yapilan gradient

caligmalarinda sonug¢ vermemistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3, ISSR PCR ile UBC 830 primerinin 6rnekler iizerindeki jel
goruntusu
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Sekil 4.4, UBC 830 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.4°de de goriildiigii gibi UBC 830 primeri ile ii¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bu
ic ana grubun birbirine % 88 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. I. ana grup iki
dala ayrilmaktadir. Birinci dal iki alt dala ayrilmaktadir. Bu iki alt dal yaklasik % 65
oraninda uzak goriilmektedir. 1. alt dalda V. sativa subsp. nigra var. nigra ve V.
sativa subsp. nigra var. segetalis yer almaktadir. Bu iki varyete birbirine % 44
oraninda uzak goriilmektedir. II. alt dalda V. cracca subsp. cracca ve V. cracca
subsp. atroviolacea alt tiirleri yer almaktadir. Bu iki alt tiir % 42 oraninda uzak
goriilmektedir. Ikinci ana dalda, V. sativa tiiriiniin varyetelerine, V. cracca tiiriiniin
iki alt tiiriine, yaklasik % 68 uzaklikla V. cracca subsp. stenophylla alt tiiri
baglanmaktadir. II. ana grupta V. hybrida, 11l. ana grupta V. palaestina % 88

uzakliklarla dendogram’in en disinda yer almaktadir.
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808 primeri i¢in, 45-55 °C’de yapilan gradient ¢caligmasi sonucu VM2, VM 12,
VM13, VM16, VM17, VM18, VM19, VM22, VM26 6rnekleri 46 °C’de sicaklikta
tirtin vermistir. 10. kuyucukta goriildiigii gibi VM15 6rnegi higbir sicaklikta {irtin
vermemistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5, ISSR PCR ile UBC 808 primerinin 6rnekler iizerindeki jel
goruntusu
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Sekil 4.6, UBC 808 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.6’de de goriildiigi gibi Vicia tiirleri UBC 808 primeri ile iki ana gruba
ayrilmustir. Bu iki ana grup birbirine % 55 oraninda uzak goriilmektedir. I. ana grupta
iki dala ayrilmistir. Birinci dalda V. sativa’nin alt tiir ve varyeteleri yer almaktadir. V.
sativa subsp. sativa ve V. sativa subsp. nigra var. segetalis’e % 12 oraninda uzak
goriilmektedir. Bu iki takson V. sativa subsp. nigra var. nigra’ya % 18 oraninda uzak
oldugu goriilmektedir. Ikinci dal V. cracca’nin alt tiirlerini icermektedir. V.cracca
subsp. cracca, V.cracca subsp. gerardii, V. cracca subsp. atroviolacea alt tiirleri
%28 oraninda uzak gorilmektedir. Bu alt tlirler V.cracca subsp. stenophylla alt
tiiriine % 40 oraninda uzak goriilmektedir. Bu uzaklik ile V. cracca subsp. cracca ve
V. cracca subsp. stenophylla alt tiirleri Tiirkiye Florasin da belirtildigi gibi bariz bir
sekilde ayrilmaktadir. II. ana grupta dig grup olarak secilen V. hybrida ve V.
palaestina yer almaktadir. Bu iki farkli tiir birbirine % 40 oraninda uzak
goriilmektedir.

Bu primer hem V. sativa tir alt1 seviyedeki yakin akrabaligini, hem de V.

cracca alt tirleri arasindaki yakin akrabaligi se¢mede etkili goriilmektedir. Dis
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grupta yer alan tiirler bu iki tiir kompleksinde yer alan tiirlerden % 45 uzaklikla
ayrilmisgtir. UBC 808 calismamizda kullandigimiz primerler i¢inde en ayirt edici

primerlerden biri olmustur.
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809 primeri i¢in; 45-55 °C’de yapilan gradient ¢alismasi sonucu VM2, VM12,
VMI13, VMI15, VMIl6, VMI17, VMI18, VMI19, VM22, VM26 Ornekleri farkl

sicakliklarda iiriin vermistir (Sekil 4.7).

2 S2adaanh 6 7 8 9 10

Sekil 4.7, UBC 809 primerinin 6rnekler iizerindeki jel
goruntusu
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Sekil 4.8, UBC 809 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.8’de de goriildigi gibi Vicia tiirleri UBC 809 primeri ile iki ana gruba
ayrilmistir. Bu iki ana grup birbirine % 82 oraninda uzak goriilmektedir. 1. ana grup
iki dala ayrilmaktadir. Bu iki dal % 63 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. Birinci
dalda iki alt gruba ayrilmaktadir. 1. alt grupta yer alan V. sativa subsp. sativa ve V.
sativa subsp. nigra var. nigra % 46 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. II. alt
grupta yer alan V. cracca subsp. cracca ve V. cracca subsp. atroviolacea’ya % 36
oraninda uzak goriilmektedir. V. cracca’nin bu iki alt tirii V. cracca subsp.
stenophylla alt tiirlinden % 46 oraninda uzak goriilmektedir. Bu uzaklikta bize
Tiirkiye Florasinda belirtildigi gibi subsp. cracca alt tiirii subsp. stenophylla alt
tiriinden ayrildigini gostermektedir. Ayni sekilde florada belirtildigi gibi Tirkiye’de
Avrupa’daki 6rneklerden farkli bir tipi olan ve V. cracca tiiriiniin diger alt tiirlerinden
yaprak bakimindan farkli olmasi ile taninan V. cracca subsp. gerardii dendrograma
gore de acik¢a ayrilmaktadir. V. cracca subsp. gerardii diger ii¢ alt tiirden yaklasik
% 50 oraninda uzak goriilmektedir. Ikinci dalda V. sativa subsp. nigra var. segetalis
ve V. sativa subsp. incisa var. cordata varyeteleri yer almaktadir. Bu varyeteler % 5

oraninda uzak goriilmektedir. Bu dendrograma gore V. sativa tliriiniin alt tiir ve
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varyeteleri arasinda bir par¢alanma goriilmektedir. Bu parcalanma, bu iki varyetenin
genetik agidan farklilastigimi gostermektedir. II. ana grupta farkli tiirler olan V.
hybrida ve V. palaestina tiirleri yer almaktadir. Bu iki tiir % 66 oraninda uzak
goriilmektedir.

Sonug¢ olarak varyete seviyesinde bile yiiksek oranda farkliligi se¢meye
imkan veren UBC 809 primerinin Vicia genomu igerisindeki oldukga polimorfik olan

bir bolgeyi se¢mis olabilecegi diisiiniilebilir.
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812 primeri i¢in; 45-55 °C’de arasinda yapilan gradient ¢alismasinda 53 °C’nin
en 1iyi sicaklik oldugu belirlenmis ve 53 °C’de yapilan ISSR-PCR c¢alismasinda
VMI12, VM13, VM16, VM17, VM18, VM19, VM22, VM26 6rnekleri 53 °C’de iiriin
vermiglerdir. Ancak VM2 ve VM15 o6rnekleri hem gradientte hem de tek sicaklik (53

°C) uygulamasinda iirlin vermedikleri bulunmustur (Sekil 4.9).

Sekil 4.9, ISSR PCR ile UBC 812 primerinin 6rnekler tizerindeki jel
goruntusu
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Sekil 4.10, UBC 812 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.10°de de goriildiigli gibi UBC 812 primeri ile % 87 oraninda uzaklik gosteren
lic ana grup olusmustur. 1. ana grubun iki dala ayrildig:1 goriilmektedir. Bu iki dal %
75 oraninda uzak goriilmektedir. Birinci dalda V. sativa tiiriinlin varyeteleri yer
almaktadir. V. sativa subsp. nigra var. nigra ve V. sativa subsp. nigra var. segetalis’e
% 68 oraninda uzak goriilmektedir. Ikinci dalda V. cracca tiiriiniin alt tiirleri yer
almaktadir. V. cracca subsp. gerardii’nin V. cracca subsp. atroviolacea’ye % 28
oraninda uzak oldugu goriilmektedir. Bu iki alt tiiriin V. cracca subsp. cracca alt
tiiriine % 32 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. Bu dendrograma gore Tiirkiye
Florasinda da belirtildigi gibi V. cracca subsp. cracca alt tirii V. cracca subsp.
stenophylla alt tirlinden bariz olarak ayrilmaktadir. V. cracca subsp. stenophylla alt
tiirii bu alt tlirlerden % 45 oraninda uzak goriilmektedir.

I. ana grupta dalda V. hybrida tiiri yer almaktadir. III. ana grupta V.
palaestina tiirii yer almaktadir. II. ve III. ana gruplarda yer alan tiirlerin farkl tiirler
oldugu acik¢a goriilmektedir. UBC 812 primeri UBC 809 primeri ile birlikte Vicia
genomu icerisindeki oldukca polimorfik olan bir bélgeyi seg¢mis olabilecegi
diisiiniilebilir ve ele alman tiirler arasinda olduk¢a 6nemli bir farkliligin oldugu

gOriilmiistiir.
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820 primeri ig¢in; 45-55 °C’de yapilan gradient ¢alismasi sonucu VM2, VM12,
VM13, VMI1S5, VMI16, VM17, VMI18, VMI19, VM22, VM26 o&rnekleri farkl

sicakliklarda iiriin vermistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11, UBC 820 primerinin 6rnekler tizerindeki jel
goruntisu
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Sekil 4.12, UBC 820 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.12°de de goriildiigii gibi UBC 820 primeri ile iki ana gruba ayrilmaktadir. Bu
iki ana grup % 88 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. 1. ana grup iki dala
ayrilmaktadir ve bu iki dalda % 58 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. Birinci dal
iki alt dala ayrilmaktadir. Bu iki alt dal % 50 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. I.
alt dal ii¢ gruba ayrilmaktadir ve bu gruplarda yer alan taksonlarin en fazla % 47
oraninda uzak oldugu goriilmektedir. Birinci grupta V. sativa subsp. sativa ve V.
sativa subsp. nigra var. nigra yer almaktadir. Dendogramlarda bu taksonlar farkl iki
alt tiir olarak ifade edilmistir. Bu taksonlar birbirine % 45 oraninda uzak
goriilmektedir. Ikinci grupta V. cracca tiiriiniin alt tiirleri yer almaktadir. V. cracca
subsp. cracca ve V. cracca subsp. gerardii % 37 oraninda uzak goriilmektedir ve bu
iki alt tlir V. cracca subsp. atroviolacea’ye % 41 oraninda uzak oldugu
goriilmektedir. Uglingii grupta ise V. cracca subsp. cracca alt tiiriinden ¢ok agik
sekilde ayrilan V. cracca subsp. stenophylla alt tirii yer almaktadir. I1. alt dalda V.
sativa subsp. nigra var. segetalis ve V. sativa subsp. incisa var. cordata yer
almaktadir. Bu iki varyete % 43 oraninda uzak goriilmektedir. Bu dendrograma gore
V. sativa’nm alt tlir ve varyeteleri arasinda bir parcalanma oldugu goriilmektedir.
Yiiksek orandaki bu genetik farklilasma bu taksonlarin mevcut pozisyonlarinin

degisebilecegine ve yeni kombinasyonlarin yapilabilecegine isaret etmektedir.
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818 primeri i¢in; Tm 52 °C’de yapilan ¢calismada VM13, VM15, VM16, VM17,
VM18, VM19, VM22, VM26 orneklerinde bant elde edilmis olmasina ragmen, VM2
ve VMI12 oOrneklerinde bant elde edilememistir. Bu nedenle, 45,1-53,4 arasinda
yapilan gradientte VM2’nin 45,1 ve 45,6 °C’de, VM12’nin ise 45,6 iirlin verdikleri
bulunmustur (Sekil 4.13).

Sekil 4.13, UBC 818 primerinin 6rnekler tizerindeki jel
goruntusu
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Sekil 4.14, UBC 818 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.14’de goriildiigii gibi Vicia tiirleri UBC 818 primeri ile dort ana gruba
ayrilmaktadir ve dort ana grup en fazla % 68 oraninda uzaklik goériilmektedir.

I. ana grupta Vicia sativa tiirliniin alt tiir ve varyeteleri yer almaktadir. V. sativa
subsp. sativa ve V. sativa subsp. nigra var. nigra’ya % 45 oraninda uzak
goriilmektedir. Bu iki taksonun V. sativa subsp. nigra var. segetalis ve V. sativa
subsp. incisa var. cordata varyetelerine % 50 oraninda uzak oldugu goriilmektedir.
II. ana grupta Vicia cracca’nin alt tiirleri yer almaktadir. V. cracca subsp. cracca
diger alt tiirlere % 35 oraninda uzak goriilmektedir. Bu ayrim Tiirkiye Florasin da
belirtildigi gibi ayn1 meyve yapisina sahip olan V. cracca subsp. atroviolacea, V.
cracca subsp. gerardii ve V.cracca subsp. stenophylla alt tiirleri, farkli meyve
yapisindaki V. cracca subsp. cracca alt tiirinden agikca ayrilmaktadir. Ayrica yine
Flora da belirtildigi gibi V. cracca subsp. cracca alt tiirii V. cracca subsp. stenophylla
alt tiirlinden ayrilmaktadir. V. cracca subsp. gerardii ve V.cracca subsp.
stenophylla’ya % 8 oraninda uzak goriilmektedir. Bu iki alt tiir V. cracca subsp.

atroviolacea’e % 23 oraninda uzak goriilmektedir. IIl. ana grupta V. hybrida ve IV.
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ana grupta V. palaestina tiirleri yer almaktadir. Calismada dis grup olarak secilen bu
iki tiirlin, arastirma konusu olan tiir komplekslerinden acik¢a ayrildiklari
goriilmektedir. UBC 818 primeriyle elde edilen dendrogram da (Centroid) dort farkl
tiiriin kesin olarak ayrildig1 goriilmektedir. Kompleks tiirlerin (Vicia sativa ve Vicia

cracca) alt tiirleriyle kendi sinirlar1 i¢inde ayrildigi goriilmektedir.
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829 primeri i¢in; 45-53 °C’de yapilan gradient ¢alismasi sonucu VM12, VM13,
VMI16, VM18, VM19, VM22, VM26 ornekleri 47,2 °C’de firiin vermistir. VM17
ornegi 49,2 °C’de iriin vermistir. Ancak VM2 ve VMIS5 higbir sicaklikta iiriin
vermemistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15, ISSR PCR ile UBC 829 primerinin ornekler lizerindeki jel
goruntusu
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Sekil 4.16, UBC 829 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.16°de de goriildiigii gibi UBC 829 primeri ile iki ana gruba ayrilmaktadir. Bu
iki ana grup % 81 oraninda uzak goriilmektedir. I. ana grup 3 dala ayrilmaktadir. Bu
tic dal birbirine % 65 oraninda uzak goriilmektedir. Birinci dalda V. sativa subsp.
nigra var. nigra ve V. sativa subsp. nigra var. segetalis yer almaktadir. Bu iki varyete
% 18 oraninda uzak goriilmektedir. ikinci dalda V. cracca subsp. cracca ve V. cracca
subsp. atroviolacea birbirine % 23 oraninda uzak goriilmektedir. Avrupa’daki
orneklerden farklilik gosteren, V. cracca tiiriiniin diger alt tiirlerinden yaprak
bakimindan farkli olmasi ile tanman V. cracca subsp. gerardii alt tirii V. cracca
tiiriiniin bu iki alt tiiriine % 50 uzak oldugu goriilmektedir. Ugiingii dalda V. cracca
subsp. stenophylla ve V. hybrida yer almaktadir. Bu alt tiir ve tiiriin birbirine yaklasik
% 60 oraninda uzak oldugu goriilmektedir. V. cracca subsp. stenophylla alt tiiri V.
cracca subsp. cracca alt tiirlinden bariz sekilde ayrilmaktadir. II. ana grupta % 80

civarinda uzaklikla V. palaestina yer almaktadir.
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834 primeri icin; 46,3 °C’de yapilan ¢alismada VM2, VM12, VM13, VM16,
VM17, VMI18, VMI19, VM22, VM26 orneklerinde bant elde edilmis, VMI5

orneginde ise 46,3-53,4 arasinda yapilan gradient sonu¢ vermemistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17, ISSR PCR ile UBC 834 primerinin 6rnekler lizerindeki jel
goruntusu
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Sekil 4.18, UBC 834 primerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4.18’de de goriildiigii gibi UBC 834 primeri ile iki ana gruba ayrilmaktadir. Bu
iki ana grup % 85 oraninda uzak goriilmektedir. 1. ana grupta iki dala ayrilmaktadir.
Bu iki dal birbirine % 73 oraninda uzak goriilmektedir. Birinci dal iki alt dala
ayrilmaktadir ve bunlar % 70 oraninda uzak goriilmektedir. 1. alt dal iki gruba
ayrilmaktadir. Bu iki grup % 38 oraninda uzak goriilmektedir. Birinci alt dalda yer
alan birinci grupta, V. sativa subsp. sativa ve V. sativa subsp. nigra var. segetalis
birbirine % 11 oraninda uzak goriilmektedir. V. sativa subsp. nigra var. nigra ve V.
cracca subsp. stenophylla ise % 28 oraninda uzak goriilmektedir. V. cracca subsp.
stenophylla alt tiri, V. cracca subsp. cracca alt tirinden bariz sekilde ayrilmis
oldugu goriilmektedir. ikinci grupta V.cracca subsp. cracca ve V.cracca subsp.
atroviolacea alt tiirleri % 36 oraninda uzaklikla ayrilmaktadir. II. alt dalda V. cracca
subsp. gerardii diger alt tiirlerden yaklasik % 70 uzaklik ile ayrilmaktadir. Bu ve
onceki primerlerin ortaya koydugu genetik uzakliklar goz Oniline alindiginda ve
morfolojik diagnostik karakterlerin yeterince desteklemesi halinde bu alt tiiriin yeni
bir tiir olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Ikinci dalda V. hybrida % 72
uzaklikla kompleks grubun diginda yer almaktadir. II. ana grupta diger uzak bir tiir V.

palaestina % 85’in lizerinde bir uzaklikla yer almaktadir.
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9 primerde ¢ok sayida polimorfik bant iiretmistir. Elde edilen sonuglarina gore
PCR iiriinii veren 9 primer toplam 296 bant iiretmistir.

Toplam bant sayis1 bakimindan ISSR primerleri karsilagtirildiginda; en yiiksek
bant sayist 42 adet ile UBC 812 ISSR primerinden, en diisiik bant sayis1 ise 24 adet
ile UBC 829 ISSR primerinden elde edilmistir.
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4.2.10. ISSR Primerleriyle (UBC 818, UBC 809, UBC 820) ile elde edilen
verilerin birlestirilmesiyle Taksonlarin Degerlendirilmesi
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Sekil 4.10, UBC 818, UBC 809, UBC 820 primerlerine gore elde edilen dendrogram

Sekil 4. 10°da da goriildigi gibi UBC 818, UBC 809 ve UBC 820 primerlerinin
kombinasyonu sonucu olusan Coefficient benzerlik indeksine gore Vicia tiirleri iki
ana gruba ayrilmaktadir. Bu iki ana grup birbirine 0.61 oraninda benzerlik
gostermektedir. Bu veri bize Vicia tiirleri arasindaki yakin bir akrabaligi
gostermektedir. I. ana grupta Vicia sativa subsp. sativa var. sativa ve Vicia sativa

subsp. migra var. nigra yer almaktadir. Bu varyeteler yaklagik 0.80 oraninda
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benzemektedir. II. ana grupta iki dala ayrilmaktadir ve bu iki dal yaklasik 0.64
oraninda benzemektedir. Birinci dalda iki alt dala ayrilmaktadir ve bu iki alt dal
birbirine 0.65 oraninda benzemektedir. Birinci I. alt dalda V. sativa subsp. nigra var.
segetalis ve V. sativa subsp. incisa var. cordata yer almaktadir ve birbirlerine 0.84
oraninda benzemektedir. Birinci dalin II. alt dalinda V. hybrida ve V. palaestina yer
almaktadir ve birbirlerine yaklasik olarak 0.75 oraninda benzemektedir. ikinci dalda
iki alt dala ayrilmaktadir. Bu iki alt dalda V. cracca tiiriiniin alt tiirleri yer almaktadir.
Bu iki alt dal yaklasik 0.74 oraninda benzemektedir. ikinci dalin 1. alt dalinda yer
alan V. cracca subsp. cracca ve V. cracca subsp. gerardii yaklasik 0.82 oraninda
benzemektedir. Vicia cracca subsp. atroviolacea, V. cracca subsp. cracca ve V.
cracca subsp. gerardii’ye 0.78 oraninda benzemektedir. Ikinci dalin II. alt dalinda
Vicia stenophylla yar almaktadir. V. cracca subsp. cracca Vicia stenophylla alt

tiirtinden bariz olarak ayrilmaktadir.
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5. TARTISMA VE ONERILER

Vicia sativa ve Vicia cracca alt tilirlerinin DNA seviyesinde akrabalik
iligkilerinin tanimlanmasi asil amacimizdir. Bu ama¢ dogrultusunda hizli ve dogru
teshis i¢in molekiiler markir olarak ISSR se¢ilmistir. Vicia cinsi farkli yaklagimlarla
ornegin, morfolojik (Maxted 1993) ve izozim (Jaaska 1997) analizleri agisindan da
calisilmigtir. Tiirlerin teshisi icin morfolojik markirlar ¢evre ile etkilesimlerinden
dolay1 genetik akrabaliklari her zaman yansitmayabilir (Smith ve Smith 1989). DNA
markirlarin1 genetik akrabalik caligmalari i¢in ideal yapan, bir bitkinin gelisme
safhasi ya da ¢evre sartlariyla etkilenmemesidir (Reddy ve ark. 2002). Yapilan birgok
calismada Orneklerin teshisi icin ISSR’nin kullanilabilen bir markir oldugu
ispatlanmigtir. Hatta yapilan calismalarda Orneklerde ¢ok iyi ISSR profilleri
olusturmustur. ISSR- temelli filogenetik analizler farkli olarak bitki varyetelerinde
yuriitiilmistir (Iruela ve ark. 2002; Pharmawati ve ark. 2004). Ayrica ISSR
markirlar1 yakin akraba olan ornekleri de agiklayabilmektedir. Ayrica ISSR kiiltiir
teshisi i¢in daha ¢ok Onerilen bir markirdir(Wolfe ve Liston 1998). ISSR markir1 igin
belirlenmis olan primerlerden herhangi primer, drnekleri teshis etmek icin ayr1 ayr
kullanilabilmektedir. Calismada kullandigimiz ISSR markirlar1 da tiir ve tiir alt1
taksonlarin ayrimini saglamistir.

Bu calismada secilen Vicia sativa varyeteleri ve Vicia cracca alt tiirleri ve dis
grup olarak secilen Vicia hybrida ve Vicia palaestina tiirleri olmak tlizere 10 takson
tizerinde ¢alisma yapilmistir. 9 ISSR primeri ile elde edilen amplifikasyon sonucuna
gore, taksonlarin birbirlerine % 55 oraninda yakin (UBC 808) akraba olduklari
gozlenmistir. UBC 820 ve UBC 809 primerleri ile V. sativa subsp. nigra var.
segetalis ve V. sativa subsp. incisa var. cordata varyetelerinin V. sativa tliriiniin diger
iki varyetesinden farklilastig1 goriilmiistir. UBC 827, UBC 809, UBC 829, UBC
830, UBC 834 ve UBC 808 primerleri ile V. cracca subsp. cracca ve V. cracca
subsp. atroviolacea alt tiirleri olduk¢a yakin bulunmustur. Tiirlerin uzakliklar1 ayr

ayr1 incelendiginde en az %55 en fazla % 88 oraninda uzak oldugu goriilmektedir.
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Tirlerin benzerlikleri goz oniine alindiginda UBC 820, UBC 829 ve UBC 834
primerlerine gore en farkli tiirlin Vicia palaestina oldugu sdylenebilir.

Jaccard benzerlik indeksinin 0.61 ile 0.84 arasinda degistigi saptanmustir. 0.84
Jaccard benzerlik katsayis1 gosteren V. sativa subsp. nigra var. segetalis ve V. sativa
subsp. incisa var. cordata genetik olarak birbirlerine en yakin varyeteler olarak
belirlenmistir. Bu sonu¢ UBC 809 primeri ile goriilen % 95 oraninda benzerlik ile
uyum gostermektedir. 0.80 Jaccard benzerlik katsayisi gosteren V. sativa subsp.
sativa var. sativa ve V. sativa subsp. nigra var. nigra genetik olarak birbirlerine
yakin varyeteler olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ UBC 808 primeri ile goriilen % 15
oraninda benzerlik ile uyum gostermektedir. 0.82 Jaccard benzerlik katsayisi
gbsteren V. cracca subsp. cracca ve V. cracca subsp. gerardii alt tiirlerindeki
genetik olarak birbirlerine en yakin alt tiirler olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ UBC
820 ve UBC 808 primerleriyle elde edilen verilerle uyum gostermektedir.
Calismamizda kullanilan 9 primerde de goriildiigii gibi V. cracca subsp. cracca ve
V. cracca subsp. stenophylla birbirinden bariz olarak ayrilmistir.

Okumus ve Giiliimser (2004)'in yaptiklar1 bazi1 Vicia tiirlerinin tohum
proteinlerinin genetik cesitliliklerinin belirlenmesi iizerine yaptiklar1 ¢alismada Vicia
tiirlerinin % 33 ve % 83 arasinda degisen oranda genetik benzerlik gdsterdiklerini
bulmuslardir. Mevcut ¢calismada Vicia taksonlarinin 0.61 ile 0.84 arasinda benzerlik
gosterdigi saptanmistir

Beyazbenli ve ark.(2006)’nin yaptiklar1 ¢alismada V. sativa subsp. nigra var.
nigra ve V. craca subsp. stenophylla arasinda yaklasik % 38 oraninda benzerlik
oldugu bildirilmistir. Mevcut ¢alismada ise bu iki takson birbirine % 61 oraninda
benzerlik gostermektedir.

Gedik (2007), Lathyrus sativus L ile ilgili yaptig1 tez ¢aligmasinda bu cinse
ait varyete, hat ve gesitleri arasindaki molekiiler farkliliklarin tespiti i¢in kullanilan
50 adet ISSR primerinin polimorfik oldugu bildirmistir. Mevcut g¢alismada ise
kullanilan dokuz ISSR primerinin hepsinin polimorfik oldugu bulunmustur.

Bu sonuca gore, tiir i¢i ve tlirler aras1 genetik akrabaliklari tespit etmede
onemli bir avantaj saglayan, ISSR yonteminin Vicia cinsinin tiir ve tiir alti

taksonlarinin genetik farkliliklarinin belirlenmesi ve bu cinsin tiirler arasi ve tiir ici
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sinflandirmasinda olduk¢a kullanishi  oldugunu ve genotiplerin molekiiler

karakterizasyonunu belirlemek i¢in de basariyla kullanilabilecegini gostermektedir.
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