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OZET

Genetik c¢esitlilik degerlendirmesi, arzu edilen o6zelliklerin belirlenmesine ve cesitli
germplazmlarin secilmesine yardimei olarak iirlin 1slah stratejilerinin gelistirilmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Bu c¢alismada, boriilce germplazmi i¢indeki genetik cesitliligi
aragtirmak i¢in Baslangic Kodon Hedefli Polimorfizm (SCoT) belirtegleri kullanilmugtir.
Yiiksek derecede polimorfik 14 SCoT markorii 287 tekrarlanabilir bant vermistir.
Polimorfik bantlar, primer basma 12 ila 24 arasinda bir aralik sergilemis ve ortalama
polimorfizm oran1 %86,74 olmustur. Ozellikle, etkili alel sayis1 1.351 ile 1.767 arasinda
degisirken, gen cesitliligi 0.224 ile 0.419 arasinda degismistir. Yap1 analizi, diisiik tiyelik
katsayilar1 nedeniyle siiflandirilmamis ek bir popiilasyonla birlikte, cografi kokene dayali
olarak aksesyonlari iki ana popiilasyona (A ve B) siniflandirmistir. Filogenetik agac¢ yap1
analizinin bulgularini desteklemis ve germplazmi iki gruba (B1 ve B2) ayirmistir. Daha da
onemlisi, kiimelenme modeli Bat1 Afrika, Hindistan alt kitas1 ve Tiirkiye'de ki materyaller
arasindaki genetik benzerlikleri ortaya ¢ikarmistir. Bat1 Afrika ve Hindistan alt kitasindan
gelen katilimlarin ayni popiilasyon i¢inde gruplandirilmasi, daha onceki caligmalarda
bildirildigi gibi boriilcenin bu bolgelerden geldigi fikrini desteklemektedir. Bu arastirma,
boriilce germplazmi igindeki 6nemli genetik degiskenligi vurgulayarak SCoT markor
sisteminin faydasmin ve etkinliginin altim1 ¢izmistir. Ozellikle, Pakistan 1 x Tiirkiye 2
aksesyon c¢ifti en biiyiik genetik mesafeyi gostermis ve gelecekteki 1slah programlari i¢in
degerli bir genetik kaynak olma potansiyelini ortaya koymustur.
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ABSTRACT

Genetic diversity assessment plays an important role in the development of crop breeding
strategies by helping to identify desirable traits and select diverse germplasm. In this study,
Start Codon Targeted Polymorphism (SCoT) markers were used to investigate genetic
diversity within cowpea germplasm. The 14 highly polymorphic SCoT markers yielded
287 reproducible bands. Polymorphic bands exhibited a range of 12 to 24 per primer, with
an average polymorphism rate of 86.74%. In particular, the number of effective alleles
ranged from 1.351 to 1.767, while gene diversity ranged from 0.224 to 0.419.
STRUCTURE analysis classified the accessions into two main populations (A and B)
based on geographical origin, with an additional population not classified due to low
membership coefficients. The Neighbour-Joining tree supported the findings of the
STRUCTURE analysis and classified the germplasm into two groups (B1 and B2). More
importantly, the clustering model revealed genetic similarities between material from West
Africa, the Indian subcontinent and Turkey. The grouping of accessions from West Africa
and the Indian subcontinent within the same population supports the idea that cowpea
originated from these regions, as reported in previous studies. This research highlighted the
significant genetic variability within cowpea germplasm, underlining the utility and
effectiveness of the SCoT marker system. In particular, the Pakistan 1 x Turkey 2
accession pair exhibited the greatest genetic distance and demonstrated its potential as a
valuable genetic resource for future breeding programmes.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calisgmada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

n| Mikrolitre

uM Mikromolar

bp Basepair(baz ¢ifti)

da Dekar

mi Mililitre

mM Milimolar

ng Nano gram

Kisaltmalar Aciklamalar

ATG Adenin-Timin-Guanin

CTAB Etil Three Metil Amonyum Bromid

DNA Deoksiriboniikleik Asit

dNTP Deoksintikleotid Tri Fosfat

EDTA Etilendiam in-Tetra Asetik Asit Di Sodyum Tuzu
ISSR Basit Diziler Arasi1 Tekrar(Inter Simple Sequence)
MAS Molekiiler Markor Destekli Seleksiyon

PCR Polimeraz Zincir Peaksiyonu

PIC Polimorfik Bilgi Icerigi

RAPD Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

SCoT Start Codon Targeted (Basit kodonu hedefli)
SSR Basit Dizi Tekrarlar1 (Simple Sequence Repeat)
Taq Taq Polimeraz Enzimi

TBE Tris/Borate/EDTA

Tris

Hidroksimetil aminometan



1. GIRIS

“Yaklasik 18000 tiir ile bitki aleminin en biiylik {igiincli familyasini olusturan baklagiller
familyasi, temel protein ve karbonhidrat kaynaklarindandir” [1]. “Diinya niifusunun 2050
yilina kadar 9,2 milyara ulasacagi ve buna bagli beslenme agiginin olusmamasi i¢in diger
hayvansal tirtinler ile birlikte 200 milyon ton sigir eti ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir” [2].
“Gida Uretiminin de %50 oraninda artirilmasi gerektigi tahmin edilmektedir” [3].
Icerdikleri yiiksek protein ve aminoasitler sayesinde dzellikle gelismemis iilkeler icin en
onemli protein kaynaklarindan birisidir. Boriilce yiiksek protein oraniyla soya fasulyesinin
yerini alacak potansiyele sahip bir tarim triintidiir [4]. “Besin igerigi olarak boriilce
tohumlarinda %27,4 protein, %1,9 yag, %4,48 lif ve %48,53 karbonhidrat bulunmaktadir”
[5]. Ayrica hayvan beslenmesinde de kullanilan bériilce yem agigmin giderilmesi amaciyla
kaliteli kaba yem ve kesif yem olarak da kullanilmaktadir. Igerdikleri bakteriler ile topraga
azot saglayarak hem girdi fiyatlarinin azalmasinin hem de fazla giibreleme yapilmasinin
oniine gegilmektedir. Boriilce (Vigna unguiculata L. Walp) Tiirkiye'nin Ege ve Akdeniz
bolgelerinde yaygin olarak yetistirilmektedir. Bitki daha c¢ok taze baklalar1 igin

yetistirilmekte, taze ve kuru tohumlari insan beslenmesi amaciyla kullanilmaktadir [6].

Ulkemizde bériilce ekilen alanlardan diisiik verim alinmasi, kdyliiniin daha ¢ok gelir
getirecegini diisiindiigli bitkiler yetistirmesi, hastalik ve zararlilara karsi yiiksek verim
veren ve daha dayanikli gesitler lizerinde 1slah ¢alismalarinin yapilmamis olmasi ve yurtigi
talebin diislik olmasi gibi nedenlerden dolay: ¢ok farkli cografyalarda yetistiriciligi yapilan
boriilce tliretimi heniiz lilkemizde yaygin bir hale getirilememistir. Bu nedenle boriilce
bitkisinin iiretim deseninde yer almasi i¢in 1slah metodlar1 kullanilarak biyotik ve abiyotik
faktorlere dayanikli ve verimli gesitler gelistirilmesi gerekmektedir [7, 8]. “Kuraklik, asirt
yagis gibi olumsuz kosullar altinda giftgilerin {iriin kaybini en aza indirmek ve daha fazla
irlin almak i¢in gelistirilecek tohumlarm iiretimi konusunda gerekli aragtirmalar

yapilmaktadir” [9].

“Gen kaynaklarinin g¢esitliligi, karakterizasyonu ve siniflandirilmasi hem koruma
stratejilerinin gelistirilmesinde ve genetik kaynaklarmin tanimlanmasinda hem de bitki
1islah1 agisindan ¢ok o6nemlidir” [10]. “Bitki gen kaynaklarmin zenginligi biyotik ve

abiyotik stres kosullarina dayanikli ve verimli bir ¢esit elde etme agisindan bitki 1slahinin



temel kaynaklarin1 olusturmaktadir” [11]. Boriilce genotipleri arasindaki genetik
cesitliligin ve iliskilerin degerlendirilmesi, gen havuzunun agromorfolojik ozelliklerinin
belirlenmesi, koruma stratejilerinin  gelistirilmesi ve bitki genetik kaynaklarinin
tanimlanmas1 agisindan biiyiik O6nem tagimaktadir. Boriilcenin ekonomik 6nemi ve
cesitliligi Tiirkiye dahil bir¢ok tilkede artmis olsa da su ana kadar ¢ok sinirlt sayida gesitler
mevcuttur Bu nedenle, c¢esitlerin gelistirilmesinde kullanilabilecek varyasyonlari
arastirmak icin gen kaynaklarinin DNA parmak izini ve popiilasyon yapisini aragtirmaya

ihtiyac vardir [6].

Geleneksel yollarla yapilan bitki islah1 uzun zaman almakta ve gevresel etmenlerden
etkilenmektedir. Dayanikli ve verimli cesitlerin 1slah edilmesi ¢cok uzun yillar alabildigi
gibi ¢esidin piyasada kendine yer bulmasi da kesin degildir. Bu nedenle ¢esit 1slahi
yapilirken 1slah siiresini azaltabilecek yoOntemlerin uygulanmasi saglanmistir. Bitki
1slahinda seleksiyon yapilirken molekiiler markdrlerin avantajlari kendine genis uygulama

alanlar1 bulmasini saglamistir [12].

Bitkilerin genetik kaynaklarinin karakterizasyonu sahip olunan gen havuzu hakkinda bilgi
vermektedir. Cevresel etmenlerden etkilenmeyen, gozlemlenebilir, kalitimi yiiksek
karakterler incelenerek morfolojik karakterizasyon c¢alismalarinda fenotipler arasindaki
degisiklikler gozlemlenebilmektedir. Yeni ¢esitlerin tescil edilmesi i¢in toplanan bitki
materyalleri arasinda ayni popiilasyondan gelen gen kaynaklarmin elenmesi, ¢alisilacak

gen havuzunun ortaya konulmasi bitki 1slahina baslamak i¢in 6nem arz etmektedir [114].

“Bitki 1slahinda molekiiler markdrlerden genotiplerin popiilasyonlarinin belirlenmesinde,
genetik uzakligin belirlenerek genetik haritalama caligmalarinda, seleksiyonda ve
kantitatif-kalitatif 6zelliklerin 1slahinda, ¢esitlerin tanimlanmasinda faydalanilmaktadir”
[14]. Molekiiler markorler, genotip igerisinde bulunan gen bolgesi ile baglantili DNA
kismidir. DNA markorleri, DNA dizilisin farkliliklarina gére genotipleri birbirinden ayiran
markdrlerdir. Molekiiler markdrler niikleik asit temeline dayanmaktadir ve genomlarin
incelenmesi i¢in bitki 1slah¢ilar tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Morfolojik
karakterizasyon olarak birbirine ¢ok yakin olan ¢esitler molekiiler markorler ile birbirinden

ayrilmasi ve tanimlanmasi saglanmaktadir [12].



Baglangic kodonu hedefli (SCoT) polimorfizm markorii, ATG translasyon baslangi¢
kodonunun kisa korunmusg bdlgelere dayali gen hedefli bir DNA markor teknigidir. Bu
teknik, daha fazla genomik sekans bilgisi bilmeden ATG baslangi¢c kodonunu g¢evreleyen
kisa korunmus boélgeden tekli primerlerin tasarlanmasini icermektedir. Teknik olarak basit
olan SCoT, tekrarlanabilir yiiksek polimorfizm iireten daha uzun primerler (18-mer)
kullanirlar [13]. “SCoT primerler araciligiyla hedef bolgelerin PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)’a dayali ¢ogaltimi ve standart agaroz jel elektroforezinde PCR sonucunda
elde edilen fragmentlerin goriintiilenmesi esasina dayanmaktadir” [115]. “SCoT markor
teknigi hem dominant hem de kodominant markorlerin varligini tespit etmektedir” [15].
“Kullanimi kolay ve daha ucuzdur, bu da temel donanima sahip birgok laboratuvarda genis
uygulamalara neden olmaktadir” [16]. SCoT markérii, RAPD’lerin kullanimiyla ilgili
zorluklar iyilestirmek ve tistesinden gelmek icin gelistirilmistir. SCoT 6nceden dizi bilgisi
gerektirmez ve polimorfizm, fonksiyonel genler ve bunlara karsilik gelen oOzelliklerle
iligkilidir. SCoT markorii ve gen/6zellik arasindaki rekombinasyon seviyeleri, RAPD’ler,
ISSR’ler veya SSR’ler gibi rastgele markorlerle karsilastirildiginda genellikle daha
diistiktir ve bu nedenle dogrudan markdér destekli 1slah  programlarinda
kullanilabilmektedir [13]. “Sonu¢ olarak, RAPD markérlerine kiyasla yiiksek oranda
tekrarlanabilmektedirler” [16]. “SCoT markérleri ayrica kopyalanmis bolgelerden de
gelistirilebilmekte ve bu nedenle ortaya c¢ikan markorler gen fonksiyonuna
baglanabilmektedir” [17]. Amplifiye edilmis {riinler, gen hedefli bir markor sistemine
dontistiirtilebilmektedir. Bu nedenle SCoT markdrii gen hedefli, ISSR ve RAPD’e kiyasla
diisiik rekombinasyon seviyelerine sahip oldugundan genetik ¢esitlilik analizinde etkili bir
tekniktir. Ayrica, diger markorlerle karsilastirildiginda, SCoT, polimorfizmleri tespit etme

potansiyeli yiiksek olan {istiin ¢6zme yeteneklerine sahiptir [16, 18].

Bu arastirmadaki amag; boriilcenin ekonomik 6nemi ve gesitliligi bir¢ok tilkede artmis olsa
da su ana kadar ¢ok sinirli sayida g¢esitler mevcuttur. Boriilce bitkisinin iiretim deseninde
yer almasi i¢in biyotik ve abiyotik faktorlere dayanikli cesitlerin gelistirilmesi, gelistirilen
cesitlerden verimli ve kaliteli iiriin alinmasi gerekmektedir. Materyallerde yapilacak
molekiiler karakterizasyon, sonradan yapilacak olan bitki 1slah ¢alismalarinda hakkinda

yardime1 olacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Fabaceae familyasina ait bitkilerin tohumlar1 veya meyveleri baklagil olarak
adlandiriimaktadir. Baklagil, kabuklu baklanin hasat edilmesiyle elde edilen tohum
demektir ve Latincede “Legumen” kelimesinden tiiretilmistir. Diinya genelinde beslenmek
amaciyla yaygin olarak kullanilan baklagiller arasinda fasulye (Phaseolus vulgaris), nohut
(Cicer arietinum), bezelye (Pisum sativum), mercimek (Lens culinaris), soya fasulyesi
(Glycine max), yer fistigi (Arachis hypogaea), boriilce (Vigna unguiculata L.), barbunya
(Mullus barbatus), bakla (Vicia faba L.), ac1 bakla (Lupinus albus L., Lupinus mutabilis
Sweet) ve mas fasulyesi (Vigna radiata Walp.) sayilabilir. FAO (Food and Agriculture
Organization) tarafindan baklagiller insanlar ve hayvanlar tarafindan yenilebilen kuru,

diistik yag igerikli besin maddeleri olarak tanimlanmistir [19].

“Antik” besin olarak bilinen baklagiller et ve piring gibi temel besin maddelerinin gelmesi
ile birlikte bu diisiince degisiklige ugramistir. Amerika Birlesik Devletleri ve zengin
Avrupa iilkelerinde baklagillerin tiiketimi artarken gelismekte olan iilkelerde baklagillerin
tilketiminin azalmaya basladig1 goriilmiistiir. Baklagillerin besleyici besin 6zelliklerinin

ortaya ¢ikmasi bu durumun baglamasini saglamistir [20].

Ozellikle protein miktarmin fazla ve kaliteli olmasi ile birlikte yemeklik tane baklagilleri
baska bitki besin gruplarindan ayirmistir. A, C ve E vitaminleri bakimindan yeterli
olmayan yemeklik tane baklagiller B vitamini bakimindan olduk¢a zengindir. Ayrica
demir, fosfor ve potasyum mineralleri bakimindan da oldukg¢a zengindirler [21]. Protein
kalitesinin 6nemli kriterlerinden olan viicut tarafindan hazmolma kabiliyetleri (%78) olan
yemeklik tane baklagillerin kuru taneleri %18.0-36.6 oraninda degisen protein ihtiva
etmektedir. Yine protein kalitesinin bir diger Ol¢iiti olan esansiyel aminoasitler
bakimindan hayvansal proteinlere yakindir ve isoleucine, leucine, methionine, lycine,

valin, threonine ve tryptophane gibi aminoasitler icermektedir [8].

Baklagillerde, antiniitrisyonel bilesikler olarak bilinen gesitli enzimler, proteaz inhibitdrleri
ve lektinler gibi farkli proteinler bulunmakta, bu proteinlerin ¢ogu suda ¢oziiniir albiimin
smifindadir [22]. Diinya’daki yetersiz ve dengesiz beslenmeyi 6nlemek igin dncelikle bitki

besin verimlerinin artirilarak iiretim miktarinin artirilmasi ve protein orani yiiksek olan



hayvansal ve bitkisel besin maddelerinin iiretimlerinin artirilmasi ile birlikte bu besinlerin

dengeli bir sekilde kullanilmasi gerekmektedir [23].

Baklagiller protein miktarlarinin fazla olmasiyla birlikte insan beslenmesinde oldukca
onemli bir yere sahiptir. Kuru tane olarak tahillar ile karsilastirildiginda protein oranlarinin
2-2,5 kat daha fazla oldugu gorilmistiir. Diisiik protein ve yiiksek enerjili besinlerin
eksikliklerini gidermek amaciyla gelismekte olan lilkelerde yemeklik tane baklagillerin
ekim alani daha genistir [24]. “Insanlarin beslenmesinin yani sira hayvan yemi olarak da
kullanilan boriilce bitkisi 6nemli bir baklagildir” [25]. “Bériilce bitkisinin orjini Afrika,
Giiney Asya ve Hindistan olarak bilinmektedir” [26]. “Daha ¢ok Afrika’nin yar1 kurak

alanlarinda yetistirilen boriilce bitkisinin iiretim alan1 oldukga fazladir” [27].

Silajlik, yesil ve kuru ot olarak hayvan beslenmesinde kullanilan bériilce bitkisinin taneleri
de bu amagla degerlendirilmektedir [26]. “Boriilcenin yesil otu %14-21 oraninda kuru
taneleri ise %18-26 oraninda ham protein igermekte olup besleme degeri yiiksektir” [28].
“C vitamini miktar1 olduk¢a zengin (35 mg/100 g) olan taze boriilcenin tanesinde %24,8

oraninda da protein icermektedir” [29].

“Kiiltire alinmig boriilce unguiculata alt tiiriine ait olup, unguiculata, textilis,
sesquipedalis, biflora ve melanophthalmus olmak iizere bes gruba ayrilmistir” [30, 31].
“Yaygin olarak yetistiriciligi yapilan boriilce kiiltiir grubu unguiculata'ya aittir. Boriilce,

2n = 22 ile diploiddir ve genom boyutu yaklasik olarak 620 milyon baz ¢iftidir” [32, 33].

Bu diisiik verimlilik, bir dizi abiyotik (kuraklik, sicaklik, diisiik toprak verimliligi vb.) ve
biyotik (bocekler, hastaliklar, parazitik yabani otlar vb.) gibi c¢ok cesitli faktorlere
baglanabilir. Diinya genelinde Nijerya en fazla boriilce {iretiminin yapildig1 yerdir ve onu
Nijer, Burkina Faso, Kamerun ve Mali izlemektedir [32]. “Afrika'da yetistiriciligi yapilan

boriilce verimi Asya ve Amerika Birlesik Devletleri'ne gore oldukea diisiiktiir” [32, 34].

Uretiminin fazla oldugu iilkeler olmasina ragmen iilkemizde bériilce iiretim alani fazla
degildir. Boriilce fiyatinin ucuz olmasi, talebin fazla olmayisi, yliksek verimli olmamasi
nedeniyle iireticinin daha karli bitki tiirlerini ekmesine neden olmustur (Akgin, 1988).
Verimi yiiksek, hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli cesitlerin 1slah edilememis olmasi da

bu nedenler arasinda gosterilebilir [7, 8].
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Ulkemizde en fazla Ege, Akdeniz ve Marmara bolgelerinde yetisen bériilcenin farkli
kullanim sekilleri bulunmaktadir. Ulkemizde son 15 yilda iiretimi yapilan taze bériilce ve
tane boriilceye ait bilgiler Cizelge 2.1.’de gosterilmektedir. Cizelgeye bakildiginda, taze
boriilcenin ekim alaninin ortalama 20711 da ve ortalama veriminin 833 kg/da oldugu, tane
amagl yetistirilen boriilcenin ise ekim alaninin ortalama 17285 da ve ortalama veriminin

104 kg/da oldugu goriilmektedir [35].

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de boriilce tiretimi

Taze ) Taze Tane ) Tane
Yillar Boriilce Uretim Boriilce Boriilce Uretim Boriilce
Ekim (Ton) Verim Ekim (Ton) Verim
Alam (da) (kg/da) Alam (da) (kg/da)
2009 19315 15955 826 29 349 3017 103
2010 20100 16591 825 22 020 2290 104
2011 23674 19967 843 20 323 2149 106
2012 24934 20566 824 24 221 2111 87
2013 25591 21336 833 20 624 2112 102
2014 22907 19353 844 19 408 2 006 103
2015 22028 18043 819 16 000 1609 101
2016 21612 18108 837 18 079 1860 103
2017 20618 17414 699 14 129 1511 107
2018 20327 17657 868 13 553 1443 106
2019 20407 18420 902 13 084 1392 106
2020 18168 16781 923 13 227 1324 100
2021 17582 14491 824 12 445 1281 103
2022 17609 14644 831 11521 1161 101
2023 15798 12635 799 11 293 1432 127
Ortalama 20711 17464 833 17285 1780 104

Kaynak: TUIK, 2024

Boriilce bitkisinin tohumlarinin ¢imlenmesi igin toprak sicakliginin 8-10 °C ve hava
sicakligimin ise 10-15 °C olmasi gerekmektedir ve bitki genel olarak sicakligi seven bir
bitkidir. Diisiik sicakliklar boriilce bitkisini olumsuz etkilemekte ve don olayinda 6zellikle

geng dallar ve yapraklar zarar gormektedir. Optimum yetisme sicakligi 20-30 °C olan



boriilce genel olarak sicagi sevmektedir. Bitkilerin gelisimi agisindan gece-giindiiz arasi

sicaklik farkinin 5-10 °C olmas1 gerekmektedir [36].

“Boriilce  bitkisinin  nemli bolgelerde ve drenaji iyl yapilmamis topraklarda
yetistirilmesinin uygun olmadigi arastirmacilar tarafindan belirlenmistir” [37]. “Boriilce
bitkisi yiiksek asitli topraklarda yetisebildigi gibi ndtr topraklarda da yetisebilmektedir.
Optimum toprak pH’s1 5.5-6.5 araliginda, drenaj problemi olmayan kumlu-tinl topraklarda

en iyi gelisimini saglamaktadir” [38].

Birim alandan en yiiksek verimi elde etmek i¢in o bolgeye uygun boriilce ¢esitlerinin ve
uygun yetistirme yontemlerinin kullanilmasi esastir. Tiim bitki cesitlerinde en yiiksek
verimin alinmasi ve o bdlgenin cevre sartlarina uygun ¢esitlerin belirlenmesi igin

adaptasyon denemeleri yapilmaktadir [39].

Yeni ¢esitlerin gelistirilmesi icin kiiltlirii yapilan cesitler ve yabani olarak yetisen bitki
tiirleri genetik materyal olarak kullanilmaktadir. Cesitlerin 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve
yeni ¢esitlerin ortaya konmasi i¢in bu genetik materyallere ihtiya¢ vardir. Bu nedenle gen
havuzunu olusturan genetik materyallerin korunmasi1 gerekmektedir. Yetistirilecekleri
bolgenin sartlarina uyum saglamis olan bitki materyalleri, bitki 1slahi ile gelecekte
gelistirilecek gesitler igin ¢ok Onemlidir. Tirkiye’de yetisen 12.000 bitki tiiriiniin tigte
birinin endemik olmasi bitkisel gen kaynaklarmin korunmasinin Onemini daha da
artirmaktadir. Endemik tiirlerin fazla olusu Diinya’da sorun haline gelen gen kaynaklarinin
korunmasinda ¢ok onemli bir bolge oldugunu gostermektedir. Bu nedenle siirdiiriilebilir

tarim ve yeni c¢esitlerin gelistirilmesi i¢in iilkemiz gen kaynaklarinin korunmasi

gerekmektedir [40, 41].

“Biyoteknojinin gelismesi ile birlikte; bitki genetik kaynaklarinin korunmasi, yenilenmesi,
tiretimi, karakterizasyon ¢aligmalarinin yapilmasi ve bitki 1slahi ile birlikte yeni ¢esitlerin
ortaya konulmasi konularinda g¢ok biiyilk 6neme sahip oldugu goriilmektedir” [42].
“Karakterizasyon calismalarinda daha once kullanilan biyokimyasal ve morfolojik
markorler yerini arttk DNA molekiiler markorlere birakmistir. Molekiiler markorler,
genelde genom tizerinde bulunan bir gen veya bu genle iligkili olan DNA pargas1 olarak
ifade edilmektedir” [43]. “Genetik kaynaklarin korunmasinin yani sira hangi genotiplerden

yararlanilacagi ve korunmasi gerektiginin belirlenmesi gerekmektedir. Genetik



varyasyonlarin belirlenmesi ve bitki 6zelliklerini ortaya koyan genlerin belirlenmesinde

molekiiler teknolojiler yeni imkanlar sunmaktadir” [44].

Molekiiler markdrler genellikle Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile kullanilan
markdrlerdir. PCR yontemleri kullanim amaclarina bagl olarak farklilik gostermektedir.
Polimorfizm tespiti icin PCR’1n kullanilmasi ile birlikte teknolojik gelismeler saglanmaigtir.
SSR markérleri basit dizi tekrarlar1 olarak bilinir ve kodominant markorlerdir. SSR
markorleri homozigot ve hetererozigot genotiplerin ayrimi hakkinda bilgi vermektedir.
SSR ile genomda bulunan tekrar eden baz dizileri ¢ogaltilir. Bu tekrarlar 1-6 tekrarl
niikleotidlerden olugmaktadir. Tekrar eden DNA’daki zincirler o diziye 6zgiidiir. Tekrarlar1
gosteren her bant farkli bir alleli temsil eder ve polimorfizm olusturmaktadir. Calisilan
bitki tiirlinlin genetik cesitlili§ine, amacina, polimorfizm durumuna, popiilasyon yapisina,
maliyetine ve uygulama zamanina gére DNA markor yontemlerinin se¢imi degisiklik

gostermektedir [45].

Molekiiler markorler gen ile birlikte kalitimin saglandigi DNA pargalaridir. Molekiiler
markorler bir gendir, ancak genom igerisinde bulunan bir bolgeyi gosterdigi i¢cin markor
olarak adlandirilmistir. DNA tiim canlilarin genetik materyallerini tasiyan molekiil
oldugundan, molekiiler markérler popiilasyon ic¢inde bulunan genotipler arasindaki

farkliliklarin bulunmasindan %100°e yakin oranda giivenilir oldugu kabul edilmektedir
[46].

Molekiiler markorler, farkli fonksiyonel siniflart temsil eden belirli DNA segmentleri
olarak bitki 1slahinin tiim yonlerinde 6nemli bir rol oynar ve genetik varyasyonu tahmin
etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Geleneksel fenotipleme yontemleriyle
karsilagtirildiginda, molekiiler markorler, c¢evresel etkilerden bagimsiz olarak bitki
dokularinda kolaylikla saptanabilir ve stabil olduklarindan ¢ok sayida avantaja sahiptirler
[47]. Molekiiler markorler, islahgilarin ekonomik ozellikleri segmelerine ve dolayisiyla
iriin  verimliligini artirmalarina yardimci olan miikkemmel g¢esitlilik kaynaklari
saglamaktadir. Genetik iliskiler ve ¢esitlilik ile ilgili markér verilerinin, umut verici
cesitlerin secilmesi amaciyla herhangi bir 1slah programi i¢in ¢ok Onemli oldugu
gosterilmistir [16]. “SCoT ve SSR gibi DNA markorleri, bitkilerin genetik gesitliligini
incelemek i¢in verimli bir sekilde kullanilmaktadir” [13, 48].



Molekiiler markorlerde bulunmasi gereken oOzellikleri maddeler halinde su sekilde

siralanabilir;
-Yiiksek derecede polimorfik olmalidir.
-Biitlin dokularda gozlemlenebilmelidir.

-Kodominant kalitim gostermeli ve heterozigot bireyleri, homozigot dominant bireylerden

ayirt edilebilmelidir.

-Genomda sik¢a bulunmalidir.

-Genomda diizgiin dagilim gostermelidir.

-Secici, notr davranig gostermelidir.

-Kolay ulasim saglanmali ve uygulama maliyeti diisiik olmalidir.
-Yiiksek oranda tekrarlanabilirlik géstermelidir.

-Otomasyona uygun kolay ve hizli degerlendirme saglamalidir.

-Ayn1 genetik materyal {lizerinde yapilan bir markor analizi her zaman ayni sonuglari

vermelidir [12].

Molekiiler markorlerin avantajlart su sekilde siralanabilir;

-Cevre faktorlerinden etkilenmezler.
-Genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklari i¢cin daha az pleiotrofiktir.

-Her bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi i¢in bitkilerin genetik orijini
tespit edilebilir.

-Sonsuz sayida molekiiler markdr elde edilebilir [49].

Markor Destekli Seleksiyon ¢aligmalarinin avantajlart su sekildedir;

-Fenotipik taramaya gére daha kolay bir metottur. Ozellikle tanimlanmasi zahmetli

ozelliklerde zaman ve kaynak israfini engeller.

-Cimlenme asamasinda seleksiyon saglayarak tane kalitesi gibi Ozelliklerin tanisini

kolaylastirir.

-Cevresel faktorlerden etkilenmedigi i¢in giivenilirligi yiiksektir. Homozigot ve heterozigot

genotipleri ayirarak tek bitkinin se¢imine imkan tanir.
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-Genetik kaynaklarin tam kimlik tespitlerinin yapilmasin1 ve bu yolla genetik rezervin

korunmasini saglar.

-Herhangi bir ¢esit karisikligi durumunda ayrimi ve bu yolla c¢esitlerin ticari haklarinin

korunmasina yardimei olur.

-Spesifik 6zellikteki genotiplerin daha titiz ve dogru bir sekilde ayrimini saglar [12].

Monomorfik markérler, genotipler arasinda farklilik géstermeyen markorlerdir. Polimorfik
markorler ise genotipler arasinda degisiklik gosteren markorlerdir. Polimorfik markorler
genotipler arasinda farkliligi gosterdigi igin bitki 1slah1 agisindan daha yararlidir. Son
yillarda molekiiler biyolojide goriilen hizli ilerleme, bitki genetigi ¢alismalarinda, genetik
cesitliligin korunmasinda, tiretim ve 1slah gibi hedefler dogrultusunda ¢ok biiyiik ve 6nemli
katkilar saglamistir. Zaman igerisinde MAS uygulanan bitki 1slah1 ¢aligmalari, klasik
caligmalardaki seleksiyon hizin1 ve etkinligini arttirma yoniinde daha ¢ok onemli katkilar

saglayacaktir [12].

Boriilce, Afrika kokenli, fabaceae familyasina aittir ve diinya capinda subtropikal ve
tropikal bolgelerde yetistirilmektedir. Boriilce tohumlart yiliksek besin igerigi ve bircok
ilkede hayvan ve insan beslenmesi agisindan hayati bir rol oynamaktadir. 6 iilkeden
toplanan borililce germplazmi arasindaki genetik varyasyonlart 1PBS-retrotranspozon
markdr sistemi kullanarak kontrol etmek amaciyla yapilan ¢alismada; PCR amplifikasyonu
icin on iki yiiksek polimorfik iPBS-retrotranspozon primeri kullanilmigtir. Bu primerler
188'1 yiiksek derecede polimorfik olmak tizere toplam 200 bant olusturmus ve %94,30
polimorfizm gdzlenmistir. Genetik cesitlilik indekslerinin ortalama degerleri, yani
Shannon bilgi indeksi (I = 0.452), etkin allel sayis1 (ne = 1.501), genel gen ¢esitliligi (ht =
0.236), gen cesitliligi (h = 0.298), polimorfizm bilgi igerigi (PIC = 0.308) ve ortalama
genetik mesafe 0.61, incelenen germplazmda biiylik diizeyde genetik varyasyon oldugunu
dogrulamistir. Molekiiler varyans analizi popiilasyon iginde %96 varyasyon oldugunu
ortaya koymustur. STRUCTURE analizi, germplazmi cografi olarak 2 popiilasyona
ayrrmistir. Komsu-birlestirme agaci ve Temel koordinat analizi (PCoA) germplazmi 3
gruba aymrmis ve gruplama c¢ogunlukla STRUCTURE tabanli kiimeleme ile uyumlu
olmustur. Calisma sonucunda, boriilce germplazminda yiiksek genetik degiskenligi ortaya
konulmus ve gesitlilik indekslerinin yliksek degerleri iPBS-retrotranspozon markor

sisteminin faydasini ve etkinligini gostermistir. PCoA, Komsu-birlestirme agact ve
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STRUCTURE analizi aksesyonlari cografi olarak ayirmistir. Molekiiler varyans analizi, bir
poptilasyon i¢inde %94 genetik varyasyon oldugunu ve Gana 1 ve Tiirkiye 4 genotiplerinin
en biiylik genetik mesafeye sahip oldugunu ve 1slah faaliyetleri i¢in onerilebilecegi ortaya

konulmustur [50].

Gana’nin dokuz cografi bdlgesinden toplanan 141 boriilce (Vigna unguiculata L. Walp.)
genotipleri arasindaki genetik ¢esitlilik ve filogenetik iliskileri arastirmak amaciyla yapilan
caligmada, SSR molekiiler markdrleri kullanilmistir. Calismada secilen 25 markor
denenmis ve bunlardan 20 tanesi boriilce genotipleri %97,2'si arasinda tekrarlanabilir
polimorfizmler verirken, geri kalan varyetelerin genetik olarak ayni oldugu bulunmustur.
20 lokusta toplam 74 allel ortaya ¢ikarmis ve lokus basina ortalama 3,8 allel tespit
edilmistir [51].

Islah programlarinda giivenilir bir ¢esit secimi i¢in yardimci bir arag olarak, normal sulama
ve kuraklik stresi kosullar1 altinda ayri ayri molekiiler ve morfolojik belirteglerde
karakterizasyon i¢in toplam 32 boriilce genotipi secilerek yapilan galismada, 17 morfolojik
karakter ve c¢ok degiskenli istatistiksel yontemler incelenmis ve ardindan molekiiler
karakterizasyonlar i¢in 22 SSR markori kullanmilmistir. Morfolojik 6zellikler i¢in yapilan
varyans analizi, Ol¢iilen tiim oOzellikler icin aksesyonlar arasinda onemli farkliliklar
oldugunu ortaya koymustur. Molekiiler (SSR) analizde, her lokus icin ortalama 2 allel ile
toplam 186 allel tespit edilmis ve genotipler arasindaki genetik mesafe 0.0066 olarak
tahmin edilmistir. Genotipler arasinda Nei indeksine dayali ortalama genetik mesafe 0.116
olarak belirlenmis ve SSR lokuslar1 i¢in polimorfizm bilgi igerigi degeri ortalamasi 0.445
olmustur. Tiim genotipler arasinda gozlenen ortalama genetik benzerlik oranmin %75,8

oldugu goriilmiistiir [52].

Sudan'in alt1 cografi bolgesinde toplanan 252 boriilce (Vigna unguiculata (L.) Walp)
genotipi arasindaki genetik cesitlilik ve filogenetik iligkilerin SSR molekiiler markérleri ile
belirlendigi arastirmada, 18 markdrden 16’s1 tekrarlanabilir sonug vermistir. Lokus basina
ortalama 8.1 allel ile 16 lokustan toplam 129 allel tespit edilmistir. Heterozigotluk
degerleri 0.01 ile 0.13 arasinda degismekte olup ortalama 0.05 olarak gerceklesirken, gen
cesitliligi 0.34 ile 0.85 arasinda degismekte olup ortalama 0.60 olarak gerceklesmistir.
Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.33 ile 0.83 arasinda degismekte olup ortalamasi 0.56'dur.

Sudan Bortilce germplazmi, Uluslararas1 Tropikal Tarim Enstitiisii'nden (IITA) elde edilen
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kontrol germplazmi ile {i¢ ana grupta kiimelenmis ve iki grup boyunca dagilim
gostermistir. Caligma sonucuna gore, boriilcenin Sudan'a ilk olarak Bati Afrika
iilkelerinden Bati Sudan (Kordofan ve Darfur) bolgelerine getirildigi yoniindeki onceki

iddialar1 dogrulamaktadir [53].

Boriilce (Vigna unguiculata) bitkisi Brezilya'nin kuzeydogusu gibi yar1 kurak bolgelerde
yaygin olarak yetistirilmektedir. Bu bolgedeki diisiik tiriin verimi nedeniyle, bu iklim
kosullarina adapte olmus c¢esitlerin gelistirilmesi faydali olacaktir. Brezilya'nin Ceara
eyaletinin dort bir yanindan ¢ogunlukla kiigiik iireticilerden toplanan 52 boriilce bitkisinin
genetik  ¢esitliligini  ISSR  molekiiller markdrleri  kullanilarak yapilan arastirmada,
genotiplerin DNA's1 ¢ikarilmis ve 25 primer kullanilarak analiz edilmistir. On dort
markorde, 61'i polimorfik olmak {izere 80 bandi ¢ogaltarak %76'lik bir polimorfizm orani
olusturmustur. Sec¢ilen markorler, degerlendirme altindaki cesitler arasindaki genetik
degiskenligi belirlemede etkili olmus ve biiyiik miktarda bilgi saglamistir. Polimorfik bilgi
icerigi 0.13 ile 0.66 arasinda ve bant frekansi 0.01 ile 1.00 arasinda degismistir [54].

Boriilce (Vigna unguiculata L. Walp.) tropikal ve subtropikal alanlarda yetistirilen dnemli
bir baklagildir. Yetistirmek i¢in maliyeti uygundur ve yiiksek besin degerine sahiptir. Bu
nedenle boriilce ekim alanlarinin genisletilmesi 6nem arz etmektedir. Giiney Meksika'da
Maya ciftcileri yilizyillardir bortilce yetistiriciligi yapmislardir. Ancak genetik ¢esitlilik
analizleri, koruma durumlar1 ve boriilcenin potansiyel kullanimlar1 hakkindaki bilgileri
diisiik diizeydedir. Bu tiirlin siirdiiriilebilir kullanimi, yonetimi ve korunmasina yonelik
bilgi edinmek i¢in 10 adet ISSR molekiiler markorii kullanarak giineydogu Meksika'dan
toplanan 20 boriilce genotipinin genetik ¢esitliligi ve yapist arastirilmistir. ISSR molekiiler
markdrleri kullanilarak yapilan calismada, %67,7 polimorfizm orani ve 0,36 ortalama
polimorfik bilgi icerigi ile 68 lokus olusturmustur. Yapilan analizler sonucunda,
Meksika'nin glineydogusunda genetik kokenleriyle tanimlanan iki ana popiilasyon
grubunun olustugunu gostermektedir. Secilen markdrler Meksika boriilcesi genotipleri
arasindaki genetik c¢esitliligi degerlendirmede etkili olmus ve yerel koruma ve katilimci

1slah programlarinda kullanilabilecek degerli bilgiler saglamistir [55].

SCOT markorleri gen hedefli markorlerdir. Basit ve gilivenilir olan bu markérler bitkilerin
biyolojik 6zellikleri ve evrensellik ile ilgili bircok bilgi vermektedir. SCOT markérler

kolay kullanilan, giivenilir, verimli ve tekrarlanabilir oldugundan tercih edilmektedir [56].
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“Baslangic kodonu hedefli polimorfizm (Start Codon Target Polymorphism: SCoT)
markorii, bitkilerde bir genin ATG transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin kisa korunmusg
bolgesine dayanan ¢ok hassas ve tekrarlanabilir bir primer teknigidir” [57, 58]. “Bu genleri
cevreleyen fonksiyonel genler veya bolgeler, bunlara karsilik gelen 6zellikler ile
baglantilidir ve dizi bilgisi gerektirmemektedir” [57-59]. Ayrica, SCoT markdrleri yiiksek
¢cozme giiciine (RP) sahiptir ve bu nedenle RAPD gibi diger yaygin markorlere kiyasla
daha yiiksek polimorfizmler gostermektedir. SCoT markér yontemi, basitligi, gen dizilerini

hedefleyebilme kabiliyeti ve dominant bir markér sistemi oldugu igin tercih edilmektedir

[60].

“SCoT markér tekniginin kullanimi i¢in ilk dogrulama ¢eltikte (Oryza sativa) yapilmistir”
[13]. “Bu calisgmanin ardindan, g¢esitli caligmalarda SCoT markdorleri uygulanmistir,
Ornegin, sirastyla hurma, hindistan cevizi ve bugdayda genetik ¢esitlilik analizi i¢in SCoT
markorlerini kullanmuislardir” [61, 62, 48]. “SCoT ayrica popiilasyon yapisi analizinde ve
soy belirlemede ve seker kamisinda polimorfizm analizinde kullanilmistir” [63, 17].
“Ayrica, yer fistigt ve mango tiirlerinde genetik cesitlilik ve cesit iliski analizi i¢in
kullanilmigtir” [115]. “Bununla birlikte, fasulye bitkisinde SCoT markori, direng

karakterizasyon analizi i¢in kullanilmistir” [64].

Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait besin ve tip alaninda ¢ok onemli olan 9 bitki
tirliniin boriilce (Vigna unguiculata), fasulye (Phaseollus vulgaris), ¢emen (Trigonella
foenum graecum), nohut (Cicer arietinum), mercimek (Lens culinaris), soya fasulyesi
(Glycine max), aci1 bakla (Lupines termis), bakla (Vicia faba), bezelye (Pisum sativum)
SCoT markor sistemi kullanilarak analizinin yapildigr ¢alismada, 10 SCoT markdrii
kullanilmistir ve 183 bant elde edilmis ve %93,99 polimorfizm olusmustur. Yapilan
analizde 9 tiir arasinda genetik varyasyon oldugu goriilmiistiir. Arastirma, 9 farkli baklagil
tirlinlin genetik ¢esitlerinin ortaya konulmasinda SCoT markor sisteminin etkili bir
molekiiler markor teknigi oldugunu gostermistir. Arastirma sonuglarina gore, SCoT
markor sisteminin evrimsel ¢alismalarda, koruma ve bitki 1slahinda kullanimini

artirmaktadir [65].

Boriilce (V. unguiculata) bitkisinde hem ISSR hem de SCoT markérleri kullanarak genetik
cesitlilik analizlerinin yapildig1 ¢alismada, ISSR ve SCoT ile sirasiyla 32 ve 52 allel elde
edilmistir. ISSR ile tespit edilen allel sayisi, gen ¢esitliligi ve polimorfik bilgi igerigi
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sirastyla 9,4000, 0,7358 ve 0,7192 iken, SCoT ile 11,1667, 0,8158 ve 0,8009 olarak
bulunmustur. Polimorfik lokuslar ISSR ve SCoT'de sirastyla 70 ve 80 olup, her iki markor
de yiiksek polimorfizm (%94,44-100) iiretmistir. Calismada 10 SCoT polimorfik markdrii
kullanilmis ve kullanilan 10 primerden sadece 5’i analizde kullanilabilecek skorlanabilir

bantlar tiretmistir [66].

Bortilce bitkisinde 17 SCoT markoériintin - kullanildigir ¢alismada, kullanilan SCoT
markorlerinden toplam 153 ¢ogaltilmig bant (4 ila 14 bant arasinda degismektedir) elde
edildigi, ortalama polimorfizm oraninin %69,93, en diisiik polimorfizm oraninin SCoT-12
icin %33,33 ve en yiiksek polimorfizm oraninin ise SCoT-2 markoriinde %91,67 oldugu
tespit edilmistir. Polimorfik bilgi icerigi (PIC) SCoT 2 markériinde 0,34 ile en yiiksek,
SCoT-12 markériinde ise 0,12 olup, ortalama PIC degeri 0,25 oldugu tespit edilmistir [67].

Aragtirmamizda Diinya’nin 6 farkli iilkesinde yetisen yetmis iic boriilce gen kaynagi
kullanilmistir. SCoT markoér kullanilarak yapilan arastirmada boriilce gen kaynaklar
hakkinda genetik ¢esitlilik ve popiilasyonu hakkinda bilgiler saglanmistir. Gen
kaynaklarinin farkl: {ilkelerden elde edilesi ve fazla olusu genetik cesitlilik hakkinda daha
iyi bilgi vermektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirma Yeri ve Bitki Materyalleri

Bu arastirmada, 6 farkli iilkeden (Tirkiye, Nijerya, Pakistan, Togo, Hindistan ve Gana)
toplanan yetmis ii¢ boriilce germplazmi bitki materyali olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1.).

Sirma ve Amazon, Tiirkiye'nin g¢esitli bolgelerinde yetistirilen ticari ¢esitlerdir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan boriilce germplazmlarina ait bilgiler

Sira No Genotip Isim Orjin
1 P1170861 TVu 1528 Turkey 1
2 P1 173164 TVu 1532 Turkey 2
3 Pl 173827 TVu 1534 Turkey 3
4 P1174411 TVu 1535 Turkey 4
5 P1 582533 VITA 4 Nigeria 1
6 P1177101 TVu 1538 Turkey 5
7 P1 182316 TVu 1545 Turkey 6
8 P1632771 TVu 13743 Togo 1
9 P1632770 TVu 13742 Togo 2
10 P1 177579 TVu 1540 Turkey 7
11 P1582534 UCR 125 India 1
12 P1 612525 TVu 13730 Togo 3
13 P1 610652 UCR 5272 Ghana 1
14 P1 354506 P 684 India 2
15 P1 182317 TVu 2327 Turkey 8
16 P1189375 TVu 1738 Nigeria 2
17 P1 354477 TVu 1278 India 3
18 Pl 353207 TVu 3046 India 4
19 P1 354493 P671 India 5
20 P1 353050 TVu 2896 India 6
21 P1 582537 UCR 231 Nigeria 3
22 Pl 634484 TVu 13718 Togo 4
23 P1 560505 TUB86-39-06 Turkey 9
24 P1606718 RAWAN/LOBIA Pakistan 1
25 P1 177578 TVu 1539 Turkey 10
26 P1639261 '‘Asontem’ Nigeria 4
27 P1 170844 TVu 1527 Turkey 11
28 P1447722 TVu 4049 Nigeria 5
29 Pl 447721 TVu 4048 Nigeria 6
30 P1447720 TVu 4047 Nigeria 7
31 P1179553 TVu 1541 Turkey 12
32 Pl 632767 TVu 13738 Togo 5
33 P1 176796 TVu 1537 Turkey 13
34 P1175963 6097 Turkey 14
35 P1 175962 TVu 2312 Turkey 15
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36 Pl 175959 TVu 1536 Turkey 16
37 P1 582374 UCR 201 India 7
38 P1581000 TVu 11850 Nigeria 8
39 P1 580703 TVu 8114 Nigeria 9
40 Pl 632764 TVu 13734 Togo 6
41 Pl 612527 TVu 13740 Togo 7
42 P1 632766 TVu 13737 Togo 8
43 Pl 632765 TVu 13735 Togo 9
44 P1 583257 VITA 3 Nigeria 10
45 P1610657 UCR 5279 Ghana 2
46 P1 352905 UCR 1340 India 8
47 Pl 447719 TVu 4046 Nigeria 11
48 P1582377 UCR 207 India 9
49 P1 582388 UCR 221 Nigeria 12
50 Pl 639263 ‘Ayiyi' Nigeria 13
51 Pl 179125 KARNIKARA Turkey 17
52 Pl 178963 9517 Turkey 18
53 Pl 179126 TVu 2319 Turkey 19
54 P1 582531 SUMBRISOGLA Ghana 3
55 Pl 205241 TVu 1414 Turkey 20
56 Pl 632763 TVu 13731 Togo 10
57 Pl 447714 TVu 4041 Nigeria 14
58 Pl 447716 TVu 4043 Nigeria 15
59 Pl 447717 TVu 4044 Nigeria 16
60 Pl 256342 UCR 17 Pakistan 2
61 P1204647 UCR 151 Turkey 21
62 Pl 447718 TVu 4045 Nigeria 17
63 P1 427080 Lobia Pakistan 3
64 P1 582392 UCR 230 Nigeria 18
65 P1 582530 SAMBRIZIE Ghana 4
66 Pl 582564 UCR 421 Nigeria 19
67 Pl 582566 PUSA DOFASLI India 10
68 P1582940 UCR 228 Nigeria 20
69 Pl 352926 TVu 11577 India 11
70 P1 427084 - Pakistan 4
71 Pl 642160 - Nigeria 21
72 Ticari Cesit - AMAZON*
73 Ticari Cesit - SIRMA*

Genomik DNA elde etmek icin, her bir genotipin tohumlar1 Sivas Bilim ve Teknoloji

Universitesi'ne ait laboratuvarda viyollerde yetistirilmis ve DNA izolasyonu igin her bir

genotipten geng, taze ve bozulmamis yapraklar alinmistir (Resim 3.1.).
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Cizelge 3.2. Aragtirmada kullanilan SCoT markorler

Primer Adi Primer Dizisi Baglanma Sicakhgi (°C)
SCoT-2 CAACAATGGCTACCACCC 50
SCoT-3 CAACAATGGCTACCACCG 50
SCoT-4 CAACAATGGCTACCACCT 50
SCoT-7 CAACAATGGCTACCACGG 50
SCoT-8 CAACAATGGCTACCACGT 50
SCoT-9 CAACAATGGCTACCAGCA 50
SCoT-12 ACGACATGGCGACCAACG 50

SCoT-13 ACGACATGGCGACCATCG 50
SCoT-14 ACGACATGGCGACCACGC 50
SCoT-25 ACCATGGCTACCACCGGG 50
SCoT-29 CCATGGCTACCACCGGCC 50
SCoT-30 CCATGGCTACCACCGGCG 50
SCoT-33 CCATGGCTACCACCGCAG 50
SCoT-35 CATGGCTACCACCGGCCC 50

3.4. istatiksel Analiz

Jel puanlamasi, bantlarin varlig1 1 ve bantlarin yoklugu 0 ile gosterilerek ikili bir sistemle
yapilmistir. Toplam gen ¢esitliligi (Ht), etkin allel sayis1 (Ne), genetik ¢esitlilik (h), ikili
genetik mesafe (GD) ve Shannon'un bilgi indeksi (I) gibi genetik cesitlilik indeksleri
PopGen yazilimi versiyon 1.32 kullanilarak hesaplanmistir [69]. Polimorfizm bilgi igerigi
(PIC), Roldan-Ruiz ve digerleri tarafindan verilen PIC = 2fi (1-fi) ile 6l¢iilmiistiir [70]. Bu
formiilde fi, bir primerin mevcut bandinin frekansini, 1-fi ise mevcut olmayan bandin
frekansini ifade etmektedir. GeneALEXx siiriim 6.5 yazilim1 temel koordinat analizi (PCoA)
ve molekiiler varyans analizi (AMOVA) i¢in gerceklestirilmistir. R istatistik yazilimi
(ver.3.4.1) kullanilarak bir Filogenetik Aga¢ (Komsu birlestirme agaci) olusturulmustur
[71].

Boriilce germplazminin genetik yapisinin 6zlii bir detayini elde etmek i¢in STRUCTURE
yaziliminda Bayesian kiimeleme modeli kullanilmistir. Birincil yanma siiresi, bireylerin
kokeni hakkinda onceden bilgi sahibi olmadan 100.000 MCMC (Markov zinciri Monte
Carlo) iterasyonu (yenileme, tekrar) ile birlikte 50.000'e ayarlanmistir. Popiilasyon yapisini
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degerlendirmek igin, her bir elverigli popiilasyon ve her bir ¢alisma i¢in 10 bagimsiz
caligma parametre olarak ayarlanmistir. STRUCTURE analizinde uygun kiime sayisini (K
sayis1; alt popiilasyon sayisi) belirlemek i¢in Evanno digerleri tarafindan onerilen kriterler
takip edilmistir [72]. En biiyiik K degeri ilkesine gore, en iyi K sayisi STRUCTURE
Harvesteronline  http://taylor0.  biology.ucala.edu/structureHarvester/  kullanilarak
secilmistir. En uygun AK'y1 renklendirmek ve gorsellestirmek i¢in pophelper bir R paketi
kullanilmistir [73].
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caligmalarinda SCoT primerlerinin PIC degerinin yiiksek olmasi tercih edilmektedir. Bu

nedenle boriilce genetik ¢alismalarinda SCoT-13, SCoT-8 ve SCoT-9 gibi markoérlerin PIC

degerlerinin yiiksek olmasi nedeniyle tercih edilebilir. Etkin allel sayisinin en yiiksek

SCoT 13 ve 17, en diisiik etkin allel gen sayisinin SCoT-7 ve SCoT-2 oldugu, Shannon

bilgi indeks (I) degerinin 0,358 ile 0,605 arasinda ve ortalama degerinin 0,513 oldugu, Gen

cesitliliginin (h) 0,224 ile 0,419 arasinda ve ortalama degerinin 0,343 oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.1. Genetik cesitlilik indexleri

Polymorfizm
Primer Adi B PB Oram % PIC ne* h* >

SCoT 2 23 19 83 0.182 1.454 0.286 0.447
SCoT 3 19 18 95 0.233 1.652 0.368 0.542
SCoT 4 21 21 100 0.176 1.459 0.284 0.445
SCoT 7 22 15 68 0.123 1.351 0.224 0.358
SCoT 8 12 12 100 0.284 1.692 0.400 0.587
SCoT 9 17 16 94 0.265 1.618 0.363 0.542
SCoT 12 25 18 72 0.222 1.659 0.380 0.558
SCoT 13 19 18 95 0.298 1.767 0.419 0.605
SCoT 14 24 23 96 0.251 1.721 0.402 0.585
SCoT 25 17 17 100 0.189 1.569 0.340 0.512
SCoT 29 20 17 85 0.219 1.533 0.326 0.495
SCoT 30 21 20 95 0.172 1.625 0.363 0.540
SCoT 33 23 15 65 0.173 1.504 0.304 0.464
SCoT 35 24 16 67 0.183 1.597 0.339 0.503
Toplam 287 245

Ortalama 20.5 17.5 86.738 0.212 1.586 0.343 0.513

TB: Toplam Bant, PB: Polimorfik Bant, PIC: Polimorfik Bilgi Icerigi, ne: Etkin Allel Sayisi, h: Gen

Cesitliligi, I: Shannon Bilgi indeksi

Genetik uzaklik hesaplanarak en yliksek genetik uzaklik 0,8473 ile Pakistan 1 ve Tiirkiye 2

arasinda bulunurken, en diisiikk genetik uzaklik 0,076 ile Tiirkiye 21 ve Nijerya 18

genotipleri arasinda oldugu goriilmiistiir. Ortalama genetik uzakligin ise 0,3673 oldugu

gozlemlenmistir (Cizelge 4.2.).
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markdrlerinin etkinligini ve tekrarlanabilirligini vurgulamakta ve gelecekteki 1slah

hedefleri i¢in i¢goriiler sunmaktadir.

Bu c¢alismada, polimorfik bantlar primer basma 12 ila 24 arasinda de§ismekte olup,
ortalama 20,5'tir ve bu da Senegal'den 671 boriilce ¢esidini SSR belirtecleri kullanarak
inceleyen Sarr ve digerlerinin bulgularini desteklemektedir [88]. Ali ve digerleri Sudan
boriilce germplazminin taranmasinda on altt SSR markori ile lokus basgina 2 ila 17 allel
tanimlamistir [53]. Baloch ve digerleri tarafindan iPBS-retrotranspozon markorleri
kullanilarak yapilan onceki calismamizda, primer basina ortalama %16,67'lik bir bant
kaydedilmistir [50]. Mevcut aragtirmamizda kullanilan SCoT belirtegleri, daha once
bahsedilen c¢aligmalardaki bant sayilarini asan bant sayilari ile saglamlik ve yiiksek
tekrarlanabilirlik gostermistir. Mevecut calismamizda, boriilce germplazmi arasindaki
genetik degigkenligi degerlendirmek i¢in SSR markorleri kullanan daha 6nceki
arastirmalarda bildirilen oranlari asan %86,74'liik daha yiiksek bir polimorfizm orani
gozlemlenmistir [52, 89, 90-92]. Boriilce germplazmi arasindaki genetik degiskenligi
degerlendirmek icin ISSR markorlerini analiz eden Araujo ve digerleri, mevcut
caligmamizda g6zlemlenenlerden daha diisiikk polimorfizm seviyeleri bildirmislerdir [54].
Ayrica, ¢alismamizda tespit edilen polimorfizm, farkli boriilce germplazmlar1 arasindaki
genetik varyasyonu degerlendirmek igin ¢esitli belirtecler kullanan 6nceki caligmalarda
bildirilen polimorfizm ile uyumlu veya daha diisiiktiir. Mevcut arastirmamizda tespit edilen
yiiksek polimorfizm, SCoT markorlerinin faydas: ve verimliliginin yani sira kullanilan

germplazmdaki farkliliklara da baglanabilir [50, 93-97].

Bu arastirmada belirlenen genetik ¢esitlilik indeksleri (Ne, h, I ve ht) boriilce germplazmi
icinde daha yliksek diizeyde bir genetik cesitlilige isaret etmektedir. Mevcut ¢alismada
gbzlemlenen etkin allel sayisi, onceki ¢alismalarda Baloch ve digerleri, Gumde ve
digerlerinin ¢alismalarinda bildirilenlerden daha yiiksektir [50, 89]. SSR markérleri
kullanarak 2,92 degerini belgeleyen Dagnon ve digerleri tarafindan bildirilen sonuglarin
altinda kalmaktadir [98]. Caligmamizda kaydedilen gen cesitliligi (h) 0,34 olup, onceki
arastirmalarda Dbildirilen degerleri asmaktadir [89, 99]. Ali ve digerlerinin SSR
markorlerini kullanarak bizim calismamiza kiyasla oldukca yliksek bir gen cesitliligi
degeri (0,60) bildirmislerdir [53]. Ozellikle, Baloch ve digerleri tarafindan iPBS-
retrotranspozon belirtecleri kullanilarak yapilan Onceki ¢alismada, mevcut g¢alismanin

bulgulariyla yakindan uyumlu olan 0.37'lik bir gen c¢esitliligi degeri goézlemlenmistir.
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Ayrica, mevcut ¢alismamizda kaydedilen Shannon bilgi endeksi, bu ¢alismada kullanilan
ayn1 germplazm arasindaki genetik cesitliligi degerlendirmek i¢in iPBS-retrotranspozon
belirteglerini  kullanan Baloch ve digerleri tarafindan yiiriitilen ©nceki boriilce

arastirmasinin sonuglariyla uyumludur [50].

"PIC degeri" terimi, bir markériin bir popiilasyondaki polimorfizmleri tanimlama
kapasitesini ifade eder ve kesfedilen allellerin sayist ve bunlarin ilgili frekanslar1 ile
belirlenir. Bu nedenle, markdriin farklilastirma yeteneginin degerlendirilmesini
saglamaktadir [100-102]. Botstein ve digerleri tarafindan gelistirilen Olgekle Olgiilen
polimorfik bilgi igerigi (PIC) degerinin bilgi diizeyi, 0,5'ten biiyiik veya esit bir ortalama
PIC degerinin oldukga bilgilendirici, 0,2 ile 0,5 arasindaki bir degerin makul derecede
bilgilendirici ve 0,25'ten kiiciik bir degerin hafif bilgilendirici olarak kabul edildigini
gostermektedir. Yiiksek sayida alele ve 1'e yakin PIC degerine sahip lokuslar (belirtegler)
en ¢ok arzu edilenler olarak kabul edilmektedir [103] . Bu ¢alismada elde edilen tahmini
ortalama PIC degeri (0,21), Sodeji ve digerleri tarafindan bildirilen degerle yakindan
uyumludur [104]. Ayrica, burada gozlemlenen PIC degeri, boriilce germplazmi arasindaki
genetik varyasyonu degerlendirmek i¢in farkli molekiiler belirtecler kullanilan boriilce
tizerine yapilan onceki ¢alismalara kiyasla daha disiiktiir [50, 53, 54, 89, 98, 99]. Tim 73
aksesyonun ortalama genetik uzakligi 0,367 olarak tespit edilmistir. En yiiksek genetik
mesafe (0,847) Pakistan 1 x Tiirkiye 2 arasinda, en diisiik genetik mesafe (0,076) ise
Tiirkiye 21 x Nijerya 18 arasinda bulunmustur. Burada gozlemlenen GD, Baloch ve
digerleri tarafindan yapilan 6nceki ¢alismadan daha diistiktiir [50]. Guizado ve digerleri
daha biiyiik bir genetik farklilik sergileyen germplazmin korunmasi ve daha ileri 1slah
caligmalarinda kullanilmasi gerektigini One siirmektedirler [105]. Sonug¢ olarak,
gelecekteki boriilce 1slah calismalarinda kullanilmak iizere Pakistan 1 x Tiirkiye 2

genotiplerinin dikkate alinmasi 6nerilmektedir.

Alt1 farkli iilkeden toplanan boériilce germplazmi arasindaki iliskiyi analiz etmek icin
kullanilan kiimeleme yontemleri STRUCTURE analizi, filogenetik aga¢ ve temel
koordinat analizidir. Model tabanli bir yapt uygulamasinin kullanilmasi, O6nceki
arastirmalarda daha saglamlik gostermis ve daha kapsamli bilgiler saglamistir [50, 106,
107, 108]. Bu nedenle, Structure bu ¢aligmada kiimeleme algoritmalari igin bir 6lgiit olarak

gerceklestirilmistir.
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STRUCTURE analizi, tiim boériilce germplamini Q > 75 iiyelik katsayisina gore A ve B
olarak adlandirilan iki ana popiilasyona aywrmis (Sekil 4.4) ve Tirkiye 4, Tirkiye 2,
Tiirkiye 14, Hindistan 9, Tirkiye 1, Nijerya ve Tiirkiye 21 olarak adlandirilan 7 aksesyon,
daha diisiik iiyelik katsayist Q < %75 ile siniflandirilmamis bir popiilasyona kategorize
edilmistir. A popiilasyonu 41 aksesyon igerirken, B popiilasyonu 25 aksesyondan olusmus
ve A ve B popiilasyonlari arasinda bulunan 7 aksesyon siniflandiriimamistir (Sekil 4.4).
Daha 6nce Baloch ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada da ayni boriilce germplazmi A
ve B olmak iizere iki popiilasyona ayrilmis ve simiflandirilmamis bir popiilasyona
boliinmistiir. Senegal'den 671 boriilce genotipinin genetik yapisini ve baslangig¢ta Diinya
capinda cesitli bolgelerden toplanan USDA GRIN boriilce koleksiyonundan 768 bdriilce
genotipinin popiilasyon yapisini incelemiglerdir. Bulgular ii¢ farkli popiilasyonun varligini

ortaya koymustur [88, 109].

Mevcut ¢alismada STRUCTURE analizi germplazmi cografi bolgelere gore ayirmistir. A
popiilasyonunda Bat1 Afrika (Nijerya, Gana ve Togo) ve Hindistan alt kitasindan
(Hindistan ve Pakistan) ve Tiirkiye'den bazi1 aksesyonlar bulunmaktadir. Onceki galismalar
Bati Afrika ve Hint Yarimadasi'ni boriilcenin muhtemel kokenleri olarak tanimlamistir
[110, 111]. Bu g¢alismada, bu bolgelerden (Bati Afrika ve Hint Alt Kitasi) gelen
aksesyonlar STRUCTURE'n popiilasyon analizinde birlikte gruplandirilmis ve iyelik
katsayisinda yansitildigir gibi genetik benzerliklerini gdstermistir. Popiilasyon B, tamami
Pakistan ve Hindistan gibi Asya iilkelerinin yani sira Nijerya, Gana ve Togo gibi Bati
Afrika tlkelerinden gelen 25 katilimdan olugmustur. Daha 6nceki arastirmacilar, boriilce
icin U¢ gesitlilik merkezi onermislerdir: Birincisi (Dogu ve Giliney Afrika), ikincisi (Orta
Afrika) ve li¢giinciisii (Asya). Bu nedenle, Asya iilkelerinden gelen katilimlar da Bat1 Afrika
iilkelerinden gelenlerle kiimelenmistir [33, 112, 113]. Ote yandan, Tiirkiye'den gelen
katillmlar da Bati Afrika ve Hint Alt Kitasi iilkelerinden gelen katilimlarla
gruplandirilmigtir. Tiirkiye'den katilimlarin kiimelenmesi, boriilce tohumlarinin veya bitki
materyallerinin ticaret, kiiltiirel degisim veya tarimsal uygulamalar yoluyla bolgeler
arasinda degis tokus edildigi tarihsel germplazm akisi ile de aciklanabilir. Avrupa, Asya ve
Afrika'nin kesisme noktasinda yer alan Tiirkiye, tarihsel olarak ticaret ve kiiltiirel alisveris
icin bir merkez olmus ve kitalar arasinda drilinlerin ve germplazmin hareketini
kolaylastirmistir. Bu nedenle Tiirkiye, tarihsel ticaret baglantilar1 nedeniyle Bat1 Afrika ve

Hint alt kitasindan gelenlerle genetik benzerlikler paylasabilir.
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Boriilce germplazminin gruplandirilmasini ve iliskisini kontrol etmek i¢in Filogenetik agag
olusturulmustur. Filogenetik aga¢ tiim germplazmi 2 gruba ayirmis ve birkag istisna
disinda STRUCTURE tabanli kiimelemede oldugu gibi ayn1 model goriiniirken, Structure
cografi olarak net bir sekilde boliinmiistiir. Bu nedenle structure algoritmasi kiimeleme
oOlgiitli olarak kullanilmistir. Bat1 Afrika (Nijerya, Gana ve Togo) ve Hint alt kitasindan
(Hindistan ve Pakistan) gelen katilimlar birlikte kiimelenmis ve birbirlerine benzerliklerini
gostererek Bat1 Afrika ve Hint alt kitasinin boriilcenin kokenleri oldugunu kanitlamistir.
Filogenetik agacinda, en diisiikk genetik mesafeye sahip Tiirkiye 21 % Nijerya 18 aksesyonu
genetik benzerligi yansitacak sekilde birlikte kiimelenirken, en yiliksek genetik mesafeyi
sergileyen Pakistan 1 x Tiirkiye 2 aksesyonu ayri kiimelere dagilarak daha fazla genetik
cesitlilige sahip olduklarmi vurgulamaktadir. Bu kiimelenme modeli, STRUCTURE
analizi ile desteklenmekte ve bu farkli erisimlerin gelecekteki islah programlarinda

potansiyel olarak kullanilmasini énermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tarim sektoriinde en Onemli etken; sicaklik, kuraklik gibi olumsuz g¢evre etmenlerine
dayanikli, verimli, iiriinii kaliteli ve bitkinin yetistirildigi yoreye adaptasyonu iyi uygun
cesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Yaptigimiz ¢alismada 6 farkl iilkeden 73 boriilce
genotipinin SCoT markorler kullanilarak popiilasyon yapilar1 arastirilmis ve akrabalik
iliskileri belirlenmistir. Ulkemiz ve Diinya’nin farkli bolgelerinden elde edilen bériilce
genotiplerinin karakterizasyonu gen kaynagi olarak kullanilmasi ve ebeveyn hatlarin
olusturulmasi daha sonra yapilacak biyotik ve abiyotik stres kosullarina dayanikli boriilce
cesit 1slah1 calismalarinda kullanilabilir. Dayanikli ve verimli ¢esitlerin gelistirilmesi hem
tireticilerin hem de iilke ekonomisine katki saglayacaktir. Pakistan 1 - Tiirkiye 2 gen
kaynaklarinin genotip uzakliklart en fazla (0.8473) oldugu i¢in gelecekte yapilacak islah

programlarinda kullanilabilir.
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