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Bu yiiksek lisans tezinin amaci 18 farkli korunga tiriine (O. arenaria subsp. arenaria,
O. inermis, O. petraea, O. cyri, O. iberica, O. altissima, O. vassilczenkoi, O. conferta subsp.
argentea, O. alba subs. laconica, O. biebersteinii, O. grandis, O. kachetica, O. kamularie, O.
oxyodonta, O. megataphros, O. pallasii, Onobrychis spp., O. viciifolia) ait 44 aksesyonu
temsilen secilen 100 genotipin flow sitometri yontemi ile ¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidi
seviyelerini belirlemek ve mikrosatellit yontemi ile korunga cinsi igerisindeki genetik
cesitlilik ve iliskileri incelemektir. Yapilmis olan flow sitometri analizlerinde aksesyonlarin
ortalama 2C g¢ekirdek DNA igeriklerinin 2,73 pg ile 1,03 pg arasinda degistigi belirlenmistir.
Aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igerikleri ile kromozom sayilar1 iliskilendirildiginde 9
aksesyonun diploid (2n=14, 16), 35 aksesyonun ise tetraploid (2n=28) oldugu belirlenmistir.
Yapilan ¢alismada 8 SSR lokusu kullanilarak (OVKO036, OVK094, OVK125, OVMO033,
OVK161, OVK046, OVMO061, OVK174) korunga cinsi igerisindeki genetik cesitlilik ve
tirlerin genetik iligkileri incelenmistir. Calismada kullanilmis olan tim SSR primerleri
polimorfik olarak belirlenmistir. Calismada ortalama allel sayis1 (Na=11,625), Shannon sabiti
(1=0,301), Nei’nin tarafsiz genetik g¢esitlilik degeri (uh=0,187) gibi genetik c¢esitlilik
parametreleri hesaplanmis, UPGMA esasina dayali bir dendrogram elde edilmistir.
Dendrogramda Hymenobrychis seksiyonu igerisinde yer alan tirlere ait genotiplerin bir arada
kiimelendigi ve Eubrychis seksiyonunun ayni ploidy diizeyine sahip genotipleri ile bir alt grup
icerisinde bulundugu goriilmistiir. Bununla birlikte poliploidlerin ise belirgin bir kime
olusturmayip dendogram igerisinde nispeten homojen bir dagilis gosterdigi gozlenmistir. Elde
edilen bu sonuglar poliploid korunga tiirlerinin aralarinda kolayca melezlenebildikleri ve
genetik materyal aligverisinde bulunduklarini ve bu yiizden de kompleks bir yapiya sahip
olduklarini isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Korunga, Flow sitometri, SSR, Onobrychis spp., Filogenetik, Ploidi,
Cekirdek DNA igerigi
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ABSTRACT
MSc. Thesis

CHARACTERIZATION OF ACCESSIONS OF SOME ONOBRYCHIS SPECIES BY
FLOW CYTOMETER AND DNA MARKERS (SSR)

Elbi Cansu YILMAZ

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Metin TUNA

The objectives of this master thesis are to determine nuclear DNA contents, and ploidy
levels of 100 genotypes representing 44 accession from 18 different species (O. arenaria
subsp. arenaria, O. inermis, O. petraea, O. cyri, O. iberica, O. altissima, O. vassilczenkoi, O.
conferta subsp. argentea, O. alba subsp. laconica, O. biebersteinii, O. grandis, O. kachetica,
O. kamularie, O. oxyodonta, O. megataphros, O. pallasii, Onobrychis spp., O. viciifolia) by
the flow cytometry method and determine genetic diversity and relations within genus
Onobrychis using microsatellite method. Based on the results of flow cytometric analysis
carried out in the study, the mean 2C nuclear DNA contents of the accessions ranged between
2,73 pg and 1,03 pg. When chromosome number and nuclear DNA content of the accessions
were correlated, it was determined that 9 accessions were diploid as 35 accessions were
tetraploid (2n = 28) All the 8 SSR primers (OVKO036, OVK094, OVK125, OVMO033,
OVK161, OVK046, OVMO061, OVK174) used in the study were polymorphic. In the study,
genetic diversity parameters such as the average number of alleles observed (Na = 11,625),
Shannon constant (I = 0,301), Nei's unbiased genetic diversity value (uh = 0,187) were
calculated and a dendrgram was constracted based on UPGMA. Based on the dendrogram,
genotypes of the species included in the section Hymenobrychis generated a group together
with the genotypes of the section Eubrychis which have the same ploidy level (diploid).
However, polyploid genotypes tended to show generally a homogen distribution through out
the dendrogram. These results may indicate that poliploid species cross with each other in
nature easily and therefore, they have a complex structure.

Keywords: Sainfoin, Flow cytometry, SSR, Onobrychis spp., Ploidy, Nuclear DNA content,
Phylogenetic
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1. GIRIS

Ulkemiz gerek dogal kaynaklar gerekse ekolojik kosullar bakimmdan hayvanciliga
oldukca elverisli bir konumdadir. Tiirkiye'de hayvancilik genel ekonomi ve tarim sektorii
icinde onemli bir yere ve potansiyele sahip bulunmaktadir. Tarimsal faaliyetler igerisinde ¢ok
onemli bir yere sahip olan yem bitkileri tarimi, bitkisel ve hayvansal iiretimin sigortasi
konumundadir. Tarim arazilerinde {iretilen yem bitkileri oncelikle hayvanlar tarafindan

tlketilmekte et, siit vb. iiriinlere doniistiiriilerek insan beslenmesine katki saglamaktadir.

Genel olarak hayvanlarin ihtiyact olan kaba yem, baslica iki ana kaynaktan
saglanmaktadir. Bunlardan birincisi ¢ayir ve meralar, digeri ise tarim alanlarinda yetistirilen
yem bitkileridir. Ulkemizde hayvancilik sektorinin en blyik sorunlarindan biri yeterli
miktarda kaliteli kaba yem dretilememesidir. Bu sorunu ¢ézmenin iki yolu bulunmaktadir.
Bunlar; cayir ve meralarin durumunu iyilestirerek verimlerini arttirmak ve islenen tarim

arazilerinde yem bitkilerine daha fazla yer vermektir.

Yem bitkileri, en ucuz kaba yem kaynagi olmalari, hayvanlarin mide mikrofloras1 igin
gerekli besin maddelerini igermeleri, mineral ve vitaminlerce zengin olmalari, hayvanlarin
tireme giiciinii artirmalar1 ve yiiksek kalitede hayvansal {iriin saglamalar1 nedenleriyle hayvan
beslemede 6nemli bir yere sahiptir. Yem bitkileri tariminin artmasi sonucunda, g¢ayir ve
meralarin tizerindeki asir1 otlatma baskisi hafifleyecek ve bdylece bozulmus olan gayir ve
mera vejetasyonlart kendilerini yenileme firsatin1 yakalamis olacaklardir. Bunun yaninda yem
bitkileri ekim ndbetine girerek kendisinden sonraki Grlnlere 6nemli katkilar saglamisg

olacaktir.

Korunga (Onobrychis spp.) Kkiregli topraklar ve kirag kosullarda basariyla
yetistirilebilen, gerek otlatilarak gerekse bigilerek degerlendirilebilen ¢ok yillik, yabanci
dollenen, bir baklagil yem bitkisidir. Ayni1 zamanda iyi bir mera bitkisi olan korungay1 yiiksek
rakimli dogal meralarda da gormek miimkiindiir. Oldukga derinlere inen kok sistemiyle
kuraga dayanikli olmasinin yanmi sira topragi iyilestirme &zelligine de sahiptir. Korunga
genellikle ot kalitelerinin birbirlerine benzemeleri nedeniyle yonca ile karsilastirilmaktadir.
Yeterli yagisa ve sulama imkanina sahip olmayan bolgelerde genellikle yoncaya tercih
edilmektedir. Yonca ve diger baz1 baklagil yem bitkilerinin hayvanlarda sebep olduklari sisme
sorunu korungada goOzlenmemektedir. Korunga hayvanlarda sismeye sebep olmamasi,

hayvanlar tarafindan sevilerek yenmesi ve yeminin besleme degeri ile Kkalitesinin yuksek



olmasi1 nedenleriyle yapay meralarin tesisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Korunga ayni
zamanda hayvanlarin sindirim sisteminde bulunan parazitlerin dokilmesini saglamaktadir.

Ayn1 zamanda arilar i¢in ¢ok Kaliteli bir bal 6zii kaynagidir.

Literatiire bakildiginda korunga Uretiminin, ikinci diinya savagindan sonra azaldigi
gortlmektedir. Savas sonrasinda hizli niifus artisiyla birlikte gidaya olan talep artmis, bitkisel
Uretimi arttirmak amaciyla kimyevi glbrelerin kullanimi tesvik edilmistir. Bu uygulama
sonucunda kimyevi giibrelere tepkisi iyi olan tahillarin ekilis alanlar1 baklagillerin aleyhine
genislemistir. Bu donemde korunga ile birlikte birgok baklagil bitkisinin tarimi azalmis hatta
bazi bolgelerde tamamen terkedilmistir. Bu nedenle baklagiller uzun bir sure ihmal
edilmiglerdir. Ancak son yillarda kimyasal gubrelerin sebep oldugu c¢evre sorunlarinda
artiglarin gozlenmesi ve giibre fiyatlarindaki asir1 yiikseligsler nedenleriyle kimyasal glbre
kullanimin1  azaltmak amaciyla siirdiiriilebilir alternatif tarim sistemlerine yonelme
baslamistir. Proteince zengin olmalari, topragin fiziksel yapisini iyilestirmeleri, topragin
organik madde ve verimliligini arttirmalar1 ve havadaki azotu topraga baglamalari
nedenleriyle baklagiller siirdiiriilebilir tarimin her zaman merkezinde olmustur. Korunga sahip
oldugu &zellikler nedeniyle siirdiiriilebilir tarima en uygun bitki ttrlerinden biridir. Kiiresel
iklim degisikliginin bir sonucu olarak diinyada yagislarin azalmasi, sicakliklarin artmasi,
kimyevi giibrelerin yol agtig1 ¢evre kirliligi ve artan enerji maliyetleri nedenleriyle korunga
bilim insanlarmin tekrar ilgisini ¢ekmeye baglamistir. Bununla birlikte son 50 yildir ihmal
edilmis tirler arasinda yer almasi nedeniyle korunga bitkisi iizerinde yapilmis olan

arastirmalar oldukc¢a sinirhidir.

Ozellikle de yeni molekiler yontemler ile korunga (izerinde yapilmis olan calismalar
son derece az sayidadir. Bu nedenle korunga turlerinin ploidy, genom yapilari ve genom
iligkileri gibi korunga islah projelerinde ihtiya¢ duyulan ¢ok temel bilgiler dahi mevcut
degildir. Hazirlamis oldugumuz bu tez ¢alismasimin amaci flow sitometri ve mikrosatellit
belirtegleri kullanilarak Amerika Birlesik Devletleri, Tarim Bakanligi gen bankalarindan elde
edilmis olan baz1 korunga tirlerinin ¢ekirdek DNA, ploidy ve filogenetik iligkilerinin analiz

edilmesidir.

Calismadan elde edilen sonuglarin, uzun yillardir lzerinde yeterli 1slah g¢alismasi
yapilmamis olan korunga bitkisinin 6zelliklerinin iyilestirilmesi amactyla yiiriitiilecek 1slah
projelerinde yararlanilacak yoOntem ve stratejilerin belirlenmesinde yararli olacagim

diisiiniiyoruz.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Baklagiller (Fabaceae) Familyasi

Dinya Gizerinde Leguminosea familyas1 olarakta bilinen baklagiller familyasi, en genis
familyalardan biridir. Baklagiller familyas1 igerisinde 12.000 tiir oldugu bilinirken,
bugdaygiller (Poaceae) familyasinda ise bu say1 10.000 civarindadir (Nelson ve Moser, 1995).
Korunga, yonca, burgak ve adi fig gibi eski ¢aglardan beri insan ve hayvan beslenmesinde
oldukca onemli yere sahip olan baklagillerin yetistiriciliginin Hitit donemlerine kadar

dayandig1 bilinmektedir (Tarman, 1972).

Baklagiller koklerinde bulunan rhizobium bakterileri ile yapmis olduklart simbiyotik
iliski sayesinde havada bulunan serbest azotu topraga baglayarak diger bitkilerin
kullanabilecegi forma doniistiirmektedir. Bu sayede baklagiller familyasi diger familyalar
icerisinde ¢ok daha dnemli bir yere sahip olmaktadir. Baklagiller ile rhizobium bakterileri
arasindaki simbiyotik iligki sonucunda topraga baglanan azot miktarinin yilda yaklasik olarak
110 milyon ton civarinda oldugu bilinmektedir (Gokkus ve Kog, 1993). Topraga baglanan bu
azotun %33’liikk kismi1 bugdaygiller tarafindan kullanilmaktadir (Halitgil, Erkovan, Serin, Tan
ve Kislal, 2007).

Baklagiller familyasi sahip olduklari kazik kok sistemi sayesinde topragin derinlerine
kadar inebilmekte, burada bulunan besin elementlerini {ist katmanlara tasiyabilmektedir.
Boylece birlikte ekildikleri ylzlek Kkokli bitkilerin besin maddesi ihtiyaglarin1 da
karsilamaktadir. Ayrica kazik kokleri sayesinde topragin havalanmasinda ve kabartilmasinda
oldukga onemli bir yere sahiptir (Tan ve Serin, 2009). Yine ¢ok yillik baklagiller erozyon
tehlikesinin ¢ok oldugu bolgelerde kokleri yardimiyla besin elementi ve toprak kayiplarini

azaltmada 6nemli rol oynamaktadirlar (Zemenchik, Albrecht ve Shaver, 2002).

Baklagiller, hayvanlarin ihtiya¢ duydugu enerji, protein ve mineralleri saglayan en
6nemli familya olmalarinin yani sira topragi hem organik madde hem de besin elementleri
acisindan zenginlestirmektedir (Conrad ve Klopfenstein, 1988). Baklagiller, cayir ve
meralarda dogal olarak yetismekte, ayni zamanda hayvanlarin kaba yem ihtiyaclarim1 da

biiylik oranda karsilamaktadir.



Bugdaygil yem bitkilerinden yeterli verimi alabilmek i¢in azotlu giibrelere ihtiyag
duyulurken, baklagil yem bitkileri azotlu glibreleme yapilmaksizin yiiksek kalitede bol Uriin
verebilmektedir. Giibrelenerek yetistirilen 8 bugdaygil yem bitkisinin, kuru ot verimi ortalama
683 kg/da iken, giibrelenmeden yetistirilen c¢ayir tiggiilii ve yoncanin verimi yaklasik olarak
1.200 kg/da olarak belirlenmistir (Serin, Gokkus, Tan, Ko¢ ve Comakli, 1998).

2.2. Korunga

2.2.1. Korunganin Genel Ozellikleri

Korunga (Onobrychis spp.), baklagiller (Fabaceae) familyasinin bir iiyesi olup, kirag
ve kirecli topraklarda kolaylikla yetistirilebilen, 6zellikle Akdeniz bolgesinden baglayip
Kafkasya’y1 da igine alarak, Orta Asya’ya kadar uzanan bolgede yayilis gosteren bir yem
bitkisidir (Aktoklu, 1995).

Korunga, birgok kiiltiir bitkisinin topraktan alamadigi besin maddelerini koklerindeki
yiiksek katyon degisim kapasitesi sayesinde kolaylikla alabilmektedir. Korunga koklerinin

katyon degistirme kapasitesi yonca, yulaf ve misirdan daha fazladir (Tosun, 1992).

Korunga ot kalitesinin kendisine benzemesi nedeniyle cogunlukla yonca ile
karsilastirilmaktadir (Carlton, Cooper, Delaney, Dubbs ve Eslick, 1968). Jensen ve Sharp
(1968) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada siit sigirlarina yedirilen korunga ve yonca otlariin yem

etkinligi ve hazmolabilirlik bakimindan benzer sonuglar verdigini belirtmislerdir.

Korunga kirag ve sulanmayan alanlarda yoncaya gore daha verimlidir. Kuru tarim
alanlarinda ekim nobetine alinacak ¢ok yillik baklagil yem bitkilerinin basinda gelmektedir.
Fakat sulanan ve taban arazilerde yonca ile boy 6l¢lisemez. Korunga en elverisli topraklarda
bile 2-3 bi¢im vermektedir. Sulu kosullarda yetistirildiginde, kardeslenme ve boylanma fazla
olmakta ve goévdenin i¢i bos oldugundan yatma meydana gelmektedir. Ayrica yoncada
gorulen yonca hortumlu bocegi (Hypera postica) korungada zarar yapmamaktadir (Tan ve
Sancak, 2009).

Korunga iyi bir mera bitkisidir. Ulkemizde birgok dogal merada korungayr gérmek
miimkiindiir. Kira¢ kosullara dayaniminin ve besleme degerinin yiiksek olmasi nedeniyle
yapay meralarin tesisinde ¢ogunlukla korunga tercih edilmektedir. Korunga otu hayvanlarda

sisme yapmamaktadir. Bu 0Ozelligi ile hayvanlar gerek yapay gerekse dogal meralarda



korkusuzca otlatilabilmektedir. Ozellikle koyunlar korunga otunu otlamayr dier yem
bitkilerine tercih etmektedir. Yapilmis olan bir ¢aligmada yonca, korunga ve nohut geveninin
koyunlar icin lezzetliliginde bir fark olmadigi, ancak koyunlarin ilk olarak korungayi
otladiklar1 bildirilmistir (Hanna, Kozub ve Smoliak, 1977).

Korunga yeminin kuzularda zarar yapan mide nematodlarina karsi iyilestirici bir
Ozelligi bulunmaktadir. Yapilmis olan bir calismada korunga otu ve silaji ile beslenen
kuzularda kontrol yem grubuna gore sirasiyla, %64 ve %48 oraninda daha fazla nematod

kontrolii saglanmistir (Heckendorn, Haring, Maurer, Senn ve Hertzberg, 2007).

Korunga, egimli alanlarda erozyon kontrolii i¢in en ideal bitkilerden biridir (Yiiksek
ve Yiiksek, 2007). Ozellikle kira¢ alanlarda su ve riizgar erozyonunun kontroliinde yatik

gelisen korunga bitkileri etkin rol oynamaktadir.

Korunga iyi bir bal 6zii kaynagidir (Ozbek, 2011). Bal arilari, yan yana ekili olan
korunga ve yonca parsellerinden genellikle korunga parselini tercih etmektedir. Korungay1

tercih eden bal arilarinin ballar1 verimlidir ve kendilerine has hos bir aromalar1 vardir.

Tohumlarinda yaklasik olarak %40 oraninda protein bulundurdugundan dolay1
dogrudan hayvan yemi olarak kullanildigi gibi gerekli hallerde karma yem olarak da
kullanilabilmektedir (Carlton vd., 1968). Korunga otunda ham protein, ham yag ve mineral
madde oran1 yoncaya gore daha fazla iken, ham seliiloz ve kiil oran1 daha azdir. Lignin
maddesinin sindirimi olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir ve bu lignin maddesinin orant

korungada yoncaya gore daha az miktardadir (Tosun, 1974).



2.2.2. Korunganin Bitkisel Ozellikleri

Sekil 2.1. Deneme alanimizda aralikli olarak yetistirilmekte olan korunga bitkilerinin genel

gorunusu

Korunga cinsi igerisinde tek ve ¢ok yillik tiirler yer almaktadir. Carl Linnaeus,
Onobrychis tdrlerini  “‘Species Plantarum’ adli eserinde Hedysarum cinsi igerisinde
gostermistir (Aktoklu, 1995). ilk olarak 1754 yilinda Onobrychis olarak adlandirilmis ve

glinimiize kadar bu isimle anilmaya devam etmistir.

Boissier (1872) kaleme aldig1 ‘Flora Orientalis’ adli eserinde Onobrychis cinsini 2 alt
boliime, bu 2 alt boliimii de alt boliimlere ayirmistir. Bu eser korunga hakkindaki ilk yazili
belge olarak bilinmektedir (Boissier, 1872). Daha sonralari1 yazilmig oldugu ‘Tiirkiye Florast®
adl1 eser Onobrychis tiirleri hakkindaki en kapsamli kaynak haline gelmistir (Hedge, 1970).

Sirjaev (1925), yapmis oldugu smiflandirmada Onobrychis cinsini 2 alt cinse
(Euonobrychis-Onobrychis ve Sisyrosemae). Bu 2 alt cinsi de 4’er seksiyona ayirmistir
(Cizelge 2.1).


https://www.google.com/search?rlz=1C1NHXL_trTR857TR857&sxsrf=ACYBGNQ2JhNzcN_JBFmy1gS8Ry8D2LcXyQ:1573226875338&q=Carl+Linnaeus&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEspL0tT4gAxDXPKU7RkspOt9JPy87P1y4syS0pS8-LL84uyrRJLSzLyixax8jonFuUo-GTm5SWmlhYDAEjf4ihFAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwik1rjo9trlAhWTilwKHU3dAvsQmxMI0gEoATAQ

Cizelge 2.1. Sirjaev (1925)’ e gore korunga cinsinin siniflandirilmasi

Alt cinsler Euonobrychis-Onobrychis Sisyrosemae

Seksiyonlar Dendrobrychis Anthyllium
Lophobrychis Afghanicae
Hemicyelobrychis Heliobrychis
Eubrychis=Onobrychis Hymenobrychis

Dinyada, korunga (Onobrychis spp.) cinsi igerisinde 162 tiir oldugu bilinmektedir.
Tir ¢esitliliginin bu kadar fazla olmasina ragmen sadece 3 tiir tarimsal agidan 6nem arz

etmektedir (Avcioglu, Hatipoglu ve Karadag, 2009). Bunlar;

(1)Yaygin Korunga (Onobrychis sativa Lam. Syn. : O. viciifolia Scop. )
(2) Anadolu Korungasi (Onobrychis arenaria Kit. Ex. Wild. D.C. )
(3) Kafkas Korungasi (Onobrychis transcaucasica Gross H. )’dir.

Diinya Uzerinde ginimizde Onobrychis viciifolia Scop., en fazla tarimi yapilan
korunga turd olarak bilinmektedir. Cok yillik ve derinlere kadar inen bir kazik koke sahiptir.
Bu kazik koke ek olarak yanlara dogru ¢ikan kalin ve ¢ok sayida ince koklere sahiptir. Derin
koklu bir bitki olmasina ragmen kokiin boyu, toprak ve iklim kosullarina bagli olarak 1-10 m
arasinda degiskenlik gosterir. Ilerleyen dénemlerde, kéklerde azot yumrucuklar: olusmaktadir
ve bu azot yumrucuklari, ince yan koklerde, ana koke oranla daha fazla gdzlenmektedir (Altin
ve Tuna, 1996).

Korunga gelisimini dik, yatik veya yar1 yatik olarak yapabilmektedir. Dallar, gdvdenin
ta¢ kismindan ¢ikarak ¢ok sayida yan dal meydana getirir. Bu dal sayis1 normal kosullarda 10-
30 adet arasinda iken, baz1 kosullarda 60’a kadar g¢ikabilmektedir. Korunga goévdesinin st
kisimlarinin i¢i dolu iken alt kisimlarimin i¢i bostur. Saplarinin alt kisimlarinin i¢i bos
olmasindan dolay1 150 cm ve daha fazla boylanan bitkilerde yatma gdzlenebilmektedir. Dik
gelisim gosteren bu bitkiler kurak kosullar altinda yaklasik olarak 110-130 cm kadar
boylanmaktadir. Govdenin yuzeyi hafif tiylu olmakla beraber enine kesiti yuvarlaktir. Erken
ilkbahar ve sonbahar dénemlerinde govde rozet seklinde gelisim gostermektedir (Acikgdz,
1991).

Korunga yapragi; yaprak ekseni boyunca karsilikli dizilmis 5-14 adet oval sekilli
yaprakciktan olusmustur ve bu yaprak ekseni 1 adet yaprakgikla son bulmaktadir. Bu

yaprakgeiklar 0,5-1 cm genisliginde, 2-3 cm uzunlugunda olmakla beraber kenarlar1 dizdur.




Yaprake¢iklarin st kisminda tiiy olmamasina veya yok denecek kadar az olmasina ragmen
yaprakeiklarin alt kismu tiiyliidiir. Yapraklarin uzunlugu yaklasik olarak 15-25 cm arasinda
degisim gostermektedir (Fortune, 1985).

Korunga c¢igekleri, konik sekilde sapin ucunda yer almaktadir ve hos bir kokuya
sahiptir. Genel olarak ¢icekleri koyu pembe renktedir fakat beyaz gigeklere de rastlanmaktadir
ve bu beyaz cicekler genetik belirte¢ olarak tozlama g¢alismalarinda kullanilmistir (Knipe ve
Carlton, 1972). Salkimda ¢iceklenme alttan yukariya dogru olmaktadir. Korunga biyik
oranda yabanci doéllenen bir bitkidir. Tozlanmada genellikle bal arilar1 ve bdcekler rol

oynamaktadir. Kendine déllenme orani yaklasik %0-35 arasindadir (Carlton vd., 1968).

Korunganin meyvesi, i¢inde bir adet tohum bulunduran, yarim daire ve kenarlari horoz
ibigi seklinde olan disli, kii¢iik bir bakla goriiniimiindedir. Meyvelerinin {izerinde ag
biciminde damarlar mevcuttur. Meyvelerin uzunlugu 5-8 mm ve eni 4-6 mm arasinda
degismektedir. Tohumlar yizeyleri diizgiin olmakla beraber bobrek seklindedirler. Renkleri
koyu yesil, kahverengi ve siyah olabilmektedir (Spedding ve Diekmahns, 1972).

2.2.3. Korunganin Yetistiriciligi

Korunga yetistiriciligi i¢in en uygun yerler, iliman iklim kusag1 ve orta derecede nemli
bolgelerdir. Fide doneminde soguga duyarli fakat fide donemini tamamladiktan sonra soguga
oldukca dayamikhdir. Kurakliga dayanikliligi oldukca yiiksektir ve 300 mm yagis alan
bolgelerde sulanmadan yetistirilebilir. Kuru tarim alanlarinda ekim nébetine alinabilecek en
uygun baklagil yem bitkileri arasinda yer almaktadir. Ditterline ve Cooper (1975) minimum

330 mm yagis alan bdlgeler i¢in korungay1 dnermektedir.

Korunga toprak iste§i bakimindan fazla secici degildir. Kirag, kalkerli ve fakir
topraklarda kolaylikla yetistirilebilmektedir. Hafif ve kiregli topraklari sever, taban suyu
seviyesi derinlerde ve kireci bol olan topraklari iyi degerlendirir. Tuzluluga dayanimi iyidir,
ancak asitli ve yas topraklar1 sevmez. Spedding ve Diekmahns (1972)’a gore korunga
gelisimini alkali pH’ ya sahip kiregli topraklarda yapmaktadir. Kalkerli topraklar korunga i¢in
daha uygundur. Bunun sebebi diger topraklara oranla daha iyi fiziksel kosullara sahip

olmasidir (Stebler ve Schroter, 1889).

Korunganin ekimi, bir¢cok baklagil bitkisinde oldugu gibi iklim kosullarina bagl
olarak yapilmaktadir. Soguk iklimlerde ilkbaharda yapilan ekim genellikle bagarili olmaktadir.
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Bitki, sicakliklarin artmasiyla yavas yavas bilylirken, yabanci ot sorunlarmin bir kismi da
¢ozilmis olmaktadir (Ditterline ve Cooper, 1975). Ancak, bolgede yazlar Akdeniz bdlgesi

gibi ¢ok sicak ge¢mekteyse sonbahar ekimi daha avantajli olmaktadir.

Korunga yetistiriciliginde ekim derinligi 6nemli olup, tohumun iriligi ¢ikis oranini
belirlemektedir (Cooper, 1977). Tosun (1971) 2,5 cm ekim derinliginin iyi sonuglar verdigini
fakat toprak tipine gore bu derinligin degisebilecegini belirtmistir. Yapilmis bir caligmada
korunganin iri bir tohuma sahip olmasina ragmen derin ekimde iyi ¢ikis yapamadigi, bu
nedenle ekim derinliginin yaklagik 1-2 cm olmasi gerektigi belirtilmistir (Hanna, Cooke,
Smoliak ve Goplen, 1972).

Korunga yalin olarak ekilebildigi gibi bugdaygillerle karisim halinde de
ekilebilmektedir. Kirag sartlarda kolaylikla yetisebilen otlak ayrigi (Agropyron cristatum
Gaertn L.), kil¢iksiz brom (Bromus inermis Leyss.) ve mavi ayrik (Agropyron intermedium
Host Beauv.) gibi bugdaygiller korunga ile karisima girebilecek uygun tiirlerden bazilaridir.

(Altin, 1982).

Ekimde kullanilan tohumluk aslinda korunganin baklasidir. Korunga baklasi
olgunlastiginda meyve kabugu acilmadigi i¢in baklanin tohumdan ayrilmasi ¢ok zordur. Her
meyvede bir tohum bulunmasindan dolay1 kabuklu ekimin pek bir zarar1 yoktur. Korunganin
1.000 tane agirlig1 yaygin olarak kullanilan bir¢ok baklagil yem bitkisinden daha yulksek olup,
yaklasik olarak 14-17 g'dir. Ekimde dekara atilacak tohumluk miktari, tesisin amacina gore
degismektedir. Ot tiretiminde m?’de 10 bitki bulunmasi i¢in dekara 2,5 kg kabuklu tohumluk
yeterlidir (Sheehy, Minchin ve McNeil, 1984). Spedding ve Diekmahns (1972)’a gore
korungada meyve kabugu ¢ikartilmig tohumluk kullanilacaksa ekim orani 55-60 kg/ha, meyve
kabugu ¢ikartilmamis tohumluk kullanilacaksa ekim orani 90-100 kg/ha olmalidir.

Korunga, fakir topraklarda yetisebilmesine ragmen bitkinin ihtiya¢ duydugu besin
maddelerinin glbre olarak verilmesi gerekmektedir. Sheeyh ve ark. (1984)’a gore korunga 1
dekar arazide topraktan yaklasik 7.0 kg fosfor, 43.0 kg potasyum, 36.0 kg kalsiyum, 8.0 kg
magnezyum, 1.0 kg sodyum, 8.0 kg klor kaldirmaktadir. Baklagil bitkisi olan korungaya
sadece ilk yil, kdklerdeki bakteriler faaliyete gecene kadar azotlu glbre verilmelidir. Yapilan
caligmalar korungada fosforlu giibrelemenin ot ve tohum verimini yiikselttigini belirlemistir.

Tosun (1989) 6-12 kg P,Os/da uygulamalarinin yiiksek ot verimini sagladigini bulmustur.



Andi¢ ve Giinel (1996) ise Van’da 8 kg/da, Tan, Serin ve Yolcu (1997) Erzurum’da 5 kg

P20s/da uygulamasini 6nermislerdir.

Lance (1980)’e gore korunga, yoncaya ve diger tiirlere saldirabilen bircok zararliya
kars1 direnglidir. Son yillarda korunganin en 6nemli sorunlarindan biri kok kurtlaridir.
Korunganin ana zararlisi durumunda olan Bembecia scopigera (Scopoli)'nin zarar1 6zellikle
kirag alanlarda daha fazla kendisini gostermekte, bitkide seyreklesme sonucu olusan verim
azalmasi yaninda, erken sokiime de neden olmasi, 6nemini daha da artirmaktadir (Biiyiikburg,
Acikgdz, Ekiz ve Karagiillii, 1991; Ozbek, 1989; Ozer ve Duran, 1968). Biiyiikkbur¢ vd.,
(1991) 19 iilkeden temin ettikleri 3 korunga tiiriine ait (O. sativa, O. arenaria, O.
trancaucasica) 29 kiiltiir ¢esidi ve hatt1 ile 23 yabani tiiriin bu boceklere dayanikliligini
incelemislerdir. Yapilan arastirma sonucunda kiiltiir formlar1 icerisinde bu zararlilara dayanikl

hat veya ¢esit bulunamamistir. Ancak yabani tiirlerde biraz dayaniklilik belirlenmistir.

2.3. Flow Sitometri

Flow sitometri siispansiyon halindeki hiicre ve partikiillerin sivi bir akig sistemi
icerisinden tek tek gecerken optik Ozelliklerine gore analiz edildigi bir metottur. Kisaca,
akmakta olan bir s1v1 igerisindeki partikiillerin 6zelliklerinin incelenmesi olarak tanimlanabilir
(Yurtsever, 2016). incelenecek yap:1 6nce dzel bir floresan boya kullanilarak isaretlenmektedir.
Puite ve Ten Broeke (1983) yapmis olduklart c¢alismada niikleer DNA'nin bitki

protoplastlarinda boyanabilecegini gdstermistir.

Ik olarak flow sitometri, insan da kan hiicrelerinin analizi isleminde kullanilmistir
(Kamensky, Melamed ve Derman, 1965). Kamensky ve Melamed (1967) farkl: hiicreleri ayirt
eden 1s1k sinyallerini tespit edebilmek i¢in mikroskop bazli bir flow sitometri tasarimi
uygulamiglardir. Daha sonralar1 yapilan caligmalar sonucunda genel tasarimda Onemli
degisiklikler meydana gelmis ve giiniimiiz sitometrilerine oldukca benzeyen bir tasarim ortaya
cikmustir (Fulwyler, 1965).

Flow sitometri yonteminin bitkilerde daha sonralar1 kullanilmaya baslamasinin nedeni
tek hiicre siispansiyonu  gerektirmesinden dolayidir.  Bitki  hticrelerinin - uygun
slispansiyonlarinin hazirlanmasindaki zorluklar nedeniyle flow sitometrinin bitki analizlerinde

kullanim1 zaman almistir (Shapiro, 1985).
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2.3.1. Flow Sitometrinin Tarimsal Arastirmalarda Kullanim

Galbraith (1983) flow sitometri yontemini bitki hicrelerinin analizinde ilk defa
basarili bir sekilde kullanmistir. Bu ¢alismay1 takip eden yillarda, 6zellikle de son 25 yil
icerisinde yontem yayginlasmistir. Bu giin artik flow sitometri bitkilerde rutin olarak
kullanilan bir analiz yontemi haline gelmistir. Flow sitometri yontemi bitkilerde genis bir
kullanim potansiyeline sahip olmasina ragmen, en ¢ok ¢ekirdek DNA ve ploidi analizlerinin

yapilmasinda kullanilmaktadir.

Bir bitki hiicresindeki DNA miktar1 “C” harfi ile pikogram cinsinden belirtilir. C
degeri haploid genom; 2C degeri ise diploid somatik genomun DNA miktarin1 ifade
etmektedir. Bitkilerin ¢ekirdek DNA’ larina ait C degerleri 0.1 pg ile 125 pg arasinda
degismektedir. Pikogram cinsinden belirlenen DNA miktarlar1 niikleotid baz ciftine (1pg =
980 Mbp) doniistiiriilebilmektedir (Bennett ve Leitch, 1995).

Cekirdek DNA miktari, hem bir bitkinin hiicreleri arasinda hem de ayni tiiriin farkl
bireyleri arasinda degigsmeyerek sabit kalmakta ve bu yilizden de tiirlere 6zgii olmaktadir.
Cekirdek DNA miktarlarinin tiirlere 6zgii olmasi, ¢cekirdek DNA’ s1 degerlerini sitotaksonomi
ve evrim ¢alismalart i¢in vazgegilmez bir temel bilgi yapmaktadir (Bennett ve Leitch, 1995).
Rees ve Walters (1965) feulgen metodu ile belirlenmis ¢ekirdek DNA miktarlarindan yola
cikarak hekzaploid olan ekmeklik bugdayin orjinlendigi yabani bugday tiirlerini belirlemis ve
evrimini incelemistir. Bir cins igerisinde ayni kromozom sayisina sahip ¢ok sayida tiiriin
bulundugu durumlar varsa tiirler arasindaki ¢ekirdek DNA igerigi farkliliklarinin, tiirlerin

teshisi ve smiflandirilmalarinda ¢ok etkili oldugu belirlenmistir (Ohri, 1998).

Islah calismalarinda genotipler arasindaki ploidi farkliliklar: ireme engelleri olusturur
ve gen akisin1 olumsuz etkiler. Bu nedenle islah ¢aligmalarina gecilmeden oOnce bireyler
arasindaki ploidi seviyesindeki farkliliklarin ve bu farkliliklarin derecesinin tespiti 6nem
tasimaktadir. Bitkilerde ploidi analizi geleneksel olarak feulgen veya asetokarmin ile
boyanmis kok ucu meristem dokularindan hazirlanmis preparatlarda mitoz kromozomlarini
151k mikroskobu ile sayarak yapilmaktadir (Karp, 1991). Yontem bol miktarda boliinen
hiicreye gereksinim duymakta, uzun zaman almakta, tecriibe ve yogun emek gerektirmektedir.
Bu nedenle yotem ¢ok sayida bitki 6rneginin analiz edilmesinin gerektigi durumlarda pratik

ve kullanigh olmamaktadir. Buna ilave olarak, kromozomlar kiigiik ve ploidi diizeyi yliksek
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olan tiirlerde bu yontem ile ploidi analizi olduk¢a zahmetlidir ve ¢ogunlukla da genetik

kaynaklarin yanlis siniflandirilmasina neden olmaktadir (Brummer, Cazcarro ve Luth, 1999).

Ploidi analizlerinde yaprak stoma biiyiikliigii (Van Duren, Morpurgo, Dolezel ve Afra,
1996), polen tanelerinin biiyiikliigii (Zonneveld ve Van Iren, 2001), hiicre biiyiikliigii (Hao,
You ve Deng, 2002), gibi aktif olarak boliinen hiicreleri gerektirmeyen alternatif teknikler

sikca kullanilmalarina ragmen yeterince giivenilir degildir.

Ramulu ve Dijkhuis (1986) yapmis oldugu calismalardan sonra flow sitometri
yonteminin literatiirde en sik bildirilen kullanim1 haplodiploidizasyon deneyimlerinden sonra

elde edilen bireylerin ploidy seviyesini tespit etmek oldugunu belirtmislerdir.

Cok sayida bitkinin ¢ekirdek DNA igerigi flow sitometri yontemi ile kisa siirede
Olciilebildiginden, andploidi (Kawara, Takata ve Takehara, 1999), apoptotis (Vermes, Haanen
ve Reutelingsperger, 2000) ve hiicre dongiisii analizi ve tiir ve ploidy karisikliklarini

incelemek i¢in arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kolayligi, hizi ve hassasiyetinden dolay1 flow sitometri, ploidi analizlerinde tercih
edilen metot olmus ve basariyla kullanilmaktadir (Heslop-Harrison 1995; Rayburn, Auger,
Benzinger ve Hepburn, 1989; Tuna, Vogel, Arumuganathan ve Gill, 2001; Tuna, Vogel ve
Arumuganathan, 2005, 2006; Adan, Alizada, Kiraz, Baran ve Nalbant, 2017).

Yapilmis olan bir ¢alismada flow sitometri yontemi ile kasava bitkisi iizerinde
cekirdek DNA analizi yapilmig ve bitkinin c¢ekirdek DNA igerigi 1,67 pg/2C olarak
belirlenmistir (Awoleye, Van Duren, Dolezel ve Novak, 1994).

Flow sitometri yontemiyle 4 tef bitkisi c¢esidinin ¢ekirdek DNA igerikleri
belirlenmistir. Arastiricilar yaptiklari bu c¢alismada tef ¢esitlerinin 2C ¢ekirdek DNA
igeriklerinin birbirine olduk¢a benzer oldugunu ve 1.48 ila 1.52 pg arasinda degistigini

saptamiglardir (Ayele, Dolezel, Van Duren, Brunner ve Zapata-Arias, 1996).

Serin ve sicak mevsim ¢im bitkilerinin genom boyutlarin1 kiyaslamak igin yapilmis
olan caligmada flow sitometri ile 12 ¢im tiiriiniin ¢ekirdek DNA igerikleri belirlenmistir.
Aragtiricilar yapmis olduklar1 bu calismada yedi sicak mevsim ¢im tiiriiniin ¢cekirdek DNA

iceriklerinin 0,86 ile 1,95 pg arasinda degistigini, serin mevsim ¢im tiirlerinin ise ¢ekirdek
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DNA igeriklerinin 5,65 ile 15,59 pg arasinda degistigini saptamislardir (Arumuganathan,
Tallury, Fraser, Bruneau ve Qu, 1999).

Tuna vd. (2001) yaptiklar1 ¢calismalarinda flow sitometri yontemi ile 4 Bromus tiiriine
(B. biebersteinii, B. inermis, B. inermis spp. pumpellionus ve B. riparius) ait toplam 322
aksesyonun cekirdek DNA igerigi ve ploidi diizeyini belirlemislerdir. Yapilan caligmada
arastiricilar ortalama 2C c¢ekirdek DNA igeriginin bromlarda 6.14 ile 26.64 pg arasinda
degisirken, ayni ploidi diizeyine sahip farkli brom tiirlerinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin
birbirine ¢ok benzer oldugunu saptamigslardir. Tirlerin ¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidi
diizeyleri iliskilendirildiginde ise bu tiirlerin ploidi diizeylerinin diploid ile dekaploid arasinda
degistigini belirlemislerdir. Yapilan ¢alismada tiirlerin ¢ekirdek DNA igeriklerine ait sonuglar
kullanilarak tiirlerin genom yapilar ile iliskileri analiz edilmis ve elde edilen sonuglarin
hibritlerde yapilan moyotik kromozom eslesmeleri esasina dayali olan literatiir bilgileri ile
paralellik gosterdigini belirtmislerdir. Ozet olarak bu komplekste yer alan tetraploid (AABB)
ve octaploid (AAAABBBB) Brom tiirlerinin birbirine olduk¢a benzer olan A ve B
genomlarinin farkli kopya sayilarina sahip iken, dekaploid tiirlerin ise bu iki genoma ek
olarak tiglincii bir genoma (AAAABBBB??) daha sahip olduklar1 ve calismada kullanilan
diploid Brom tiirliniin (A) genomunun atasi olabilecegine dair literatiir bilgileri teyit

edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada 101 festuca taksonu ve 14 yakin akrabasinin ¢ekirdek DNA
iceriklerini flow sitometri yontemi ile belirlenmis ve cinsin igerisinde 2C ¢ekirdek DNA

iceriginin 3,88 pg (F arvensis) ile 24,08 pg (F. gamisansii) arasinda degistigi belirlenmistir
(Smarda, Bures, Horova, Foggi ve Grazino, 2008).

Tuna vd., (2018), yapmis olduklar1 ¢alismada flow sitometri ile Dogu Anadolu
bolgesinin dogal florasindan toplanmis olan 130’dan fazla Festuca (yumak) popiilasyonunun
cekirdek DNA igeriklerini belirlemis ve populasyonlarin ortalama 2C c¢ekirdek DNA
iceriklerinin 4,63 pg ile 15,03 pg arasinda degistigini belirtmislerdir. Bu sonuglara gore

populasyonlarin ploidi diizeylerinin diploid ile dekaploid arasinda degistigi saptanmustir.

Kula vd. (2006) yaptiklar1 g¢alismada flow sitometri kullanarak tetraploid P
commutatum ile diploid akrabalar1 olan P. commutatum ve P. rhaeticum tiirlerinin 2C ¢ekirdek

DNA igeriklerini belirlemislerdir. Arastiricilar yapmis olduklar1 ¢alismada tetraploid P.
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commutatum tlrinlin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigini 6,2 pg olarak belirlerken, degerin

diploidler arasinda 2,4 pg ile 2,9 pg arasinda degistigini saptamislardir.

Koeleria taksonlari {izerinde yapilmis olan bir ¢alismada diploid taksonlar arasinda 2C
cekirdek DNA igeriginin 4,85 pg ile 5,20 pg arasinda degistigi saptanmistir. Tetraploid ve
decaploid taksonlarin ise 2C ¢ekirdek DNA igeriklerinin sirasiyla 9,31 pg, 22,89 pg oldugu

belirtilmistir (Pecinka, Suchankova, Lysak, Travnicek ve Dolezel, 2006).

Korunga iizerinde yapilan sitogenetik calismalar ¢ok sinirli olmakla birlikte yapilan
caligmalarda kromozom sayimlar1 klasik yontemlerle gerceklestirilmistir (Yicel, 2019).
Yapilmis olan ¢alismalar géz oniinde bulunduruldugunda korunga cinsinin iki farkli temel
kromozom sayisina (x=7 ve x=8) sahip oldugu goriilmektedir. Ploidy diizeylerinin ise diploid
(2n=14 ve 2n=16) ve tetraploid (2n=28 ve 2n=32) arasinda degistigi bilinmektedir (Hejazi ve
Nasab, 2010; Yiicel, 2019). Bununla birlikte cins igerisinde 2n=22, 27, 28 ve 29 kromozomlu
bitkilerin varlig1 da literatiirde yer almaktadir (Abou —EIl-Enain, 2002).

2.4. Mikrosatellitler (Basit Dizi Tekrarlar)

Yiiksek organizmalarda heniiz gorevleri bilinmeyen, ancak diizenleyici rollere sahip
oldugu diisiiniilen, rastgele tekrarlanan DNA bdlgeleri vardir (Rafalski ve Tingey, 1993).
Genomda bir lokusta arka arkaya gelen rastgele tekrar dizilerine kisa ardisik tekrarlar (STR-
“Short Tandem Repeat”) denilmektedir. Mikrosatellitler, maya disinda incelenen tiim
Okaryotlarda gozlenmis (Hamada, Petrino ve Kakunaga, 1982; Stallings vd., 1991) ve genom
boyunca genis 6l¢iide dagildig: bildirilmistir (Stallings vd., 1991). Mikrosatellitler, 6karyotik
genomlar boyunca hiper degisken ve her yerde dagimik olan sirali dizili di-, tri- ve
tetraniikleotit tekrarlarindan olusmaktadir. Dogrudan PCR ile ¢ogaltilabilen mikrosatellit
DNA belirtecleri, mikrosatellitleri ¢evreleyen yan diziler kullanilarak gelistirilmistir (Litt ve
Luty, 1989; Tautz 1989; Weber ve May, 1989). Kisa ardisik tekrarlarin 1-6 bg’lik
tekrarlarindan olugmusg belirtegler, mikrosatellit belirtegleri veya basit dizi tekrarlart (SSR-
“Simple Sequence Repeat”) olarak isimlendirilmektedir (Weber and May, 1989). Genomda
rastgele dagilmis olan mikrosatellitlerin c¢esitlerine bakildiginda, —-mono, -di, -tri ve
tetraniikleotidler, mikrosatellitlerin ana c¢esitlerini olusturmaktadir. Fakat —penta ve —hekza
tekrar ciftleride mikrosatellit olarak adlandirilmakta, daha uzun dizilere ise minisatellit

denilmektedir (Ellegren, 2004).
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Mikrosatellitler yiiksek organizmalara ait kromozomlar iizerinde daha bol ve
gelisiglizel bir dagilim gostermektedir (Tautz, 1989). Bu nedenle, bu tiir tekrarlara dayali
bilgiler biitiin genomu daha dogru temsil etmektedir. Mikrosatellitlerin perisentromerik
DNA'da bol oldugu ve 6kromatin kollarinda nadir oldugu varsayilmaktadir (Areshchenkova
ve Ganal, 1999). Mikrosatellit dizilerinin sans eseri liretildigi ve bu nedenle genom boyunca
rastgele meydana geldigi one siiriilmiistiir (Levinson ve Gutman, 1987). Daha yakin zamanda,
mikrosatellitlerin kopyalanan bolgelerde daha bol oldugu bildirilmistir (Morgante, Hanafey ve
Powell, 2002). Belli tekrar tiplerinin sayisinin genomik bolgeye bagli olarak degistigi ve
dagiliminin tizerinde calisilan taksonomik gruba 6zgii oldugu belirtilmistir (Toth, Gaspari ve
Jurka, 2000). Tekrarlanan DNA’larin sagindaki ve solundaki zincirler o diziye 6zgiidiir, yani
spesifiktir. Bu diziler kullanilarak SSR primerleri dizayn edilmekte ve bu sayede belli bir
lokus PCR ile cogaltilabilmektedir. Mikrosatellitler, genetik calismalarda diger belirte¢
yontemlerine gore daha fazla tercih edilmektedir (Weber and May, 1989). Ozellikle
mikrosatellitler bitki 1slahinda en faydali molekiiler belirte¢ sistemlerinden biri haline
gelmistir (Demdoum, Muroz, Delgado, Valderrabano ve Wiinsch, 2012). Mikrosatellitler,
genomda yaygin olarak bulunmalari, polimorfizm oranlarinin yiiksek olmast ve
kullanimlarinin kolay olmasi nedenleriyle birgok molekiiler biyoloji calismasinda tercih
edilmektedir. Mikrosatellitlerin orman bitkileri genetiginde (White, Sahota ve Edes, 2002),
babalik analizinde (Ziegenhagen, Scholz, Madaghiele ve Vendramin, 1998), melezlerin
tanimlanmasinda (Khasa, Newton, Rahman, Jaquish ve Dancik, 2000), adli tipta (White vd.,
2002), 1slahta (McCouch vd., 1997), genetik baglanti1 haritalamasinda (Devey, Bell, Smith,
Neale ve Morgan, 1996), gen akisinin belirlenmesinde (Chase, Kesseli ve Bawa, 1996; Innan,
Terauchi ve Miyashita, 1997), molekiiler ekoloji, niifus yapis1 ve cesitliligi ¢alismalarinda

(Echt, May-Marquardt, Hseih ve Zahorchak, 1996) kullanildig1 belirtilmistir.

Bununla birlikte her bir mikrosatellit tabanli belirtecin, kalitim, bilgilendirme,
tekrarlanabilirlik veya prosediirel karmagiklik tarzina, maliyet ve is¢ilik siiresi gibi ekonomik
kaygilara dayanan kendi avantaj ve dezavantajlarina sahip olduguda bilinmelidir. Bu nedenle,
hangisinin kullanilacagina iligkin karar, arastirma projesinin niteligine gore dikkatle

degerlendirilmelidir (Miah vd., 2013).
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2.5. Korunga’da Yapilmis Molekiiler Belirtec Calismalar:

Literatiirlere bakildiginda Onobrychis cinsinde yapilmis gerek morfolojik, gerekse
genetik calismalar bulunmaktadir. Baglangigta yapilan genetik calismalarda korungaya 6zgii
molekiiler belirte¢lerin mevcut olmamasindan dolay1 diger baklagil tiirleri i¢in gelistirilmis

belirtegler kullanilmistir. Bu giin ise sinirlt sayida da olsa korungaya 6zel belirteg mevcuttur.

O. viciifolia tiiriinde yapilmis olan calismada 29 farkli aksesyona ait 32 birey iizerinde
calisiimistir. Calismada dizayn edilen 400 adet SSR primeri kullanilmistir. Bu 400 adet SSR
primerinden 101 tanesinin yiiksek oranda polimorfik oldugu, bu primerler ile toplamda elde
edilen 1159 allelden 1154 tanesinin polimorfik oldugu belirtilmistir (Kempf, Mora-ortiz,
Smith, Kélliker ve Skot, 2016).

Ozkan ve Bilgen (2019)’in calismasinda Onobrychis viciifolia tiiriine ait 2 gesit
(Ozerbey ve Liitfiibey) ve 3 populasyonun (Plevne, Kirsehir-1, Kirsehir-2) genetik yapisini
belirlemek amaciyla 10 SSR lokusunu kullanilmistir. Calismada kullanilan SSR lokuslarinin
tamaminin polimorfik oldugu, analiz edilen 91 numunede toplam 68 allel tanimlandig:
belirtilmistir. Populasyonlar arasi ¢esitliligin ¢cok diisiik (%8), populasyonlar igerisinde ise
genetik cesitliligin yiiksek (%92) oldugu belirlenmistir. Calismada elde edilen dendrograma
gore Ozerbey ve Liitfiibey bir grup olustururken, Pleven ve Kirsehir-2 ayr1 bir grup

olusturmustur.

Carbonero (2011) AFLP ve SSR belirtegleri kullanarak O. viciifolia tiiriiniin sahip
oldugu genetik c¢esitliligi incelemistir. Arastirici, yaptig1 ¢alismada O. viciifolia aksesyonlari
arasinda belirli bir oranda polimorfizm saptamis ancak daha kapsamli analizler yapilmasini

Onermistir.

Demdoum vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada 23 korunga aksesyonu iizerinde
calisilmistir. Arastiricilar yapilan bu ¢alismada Medicago trancatula’dan (24 SSR) ve Glycine
max’dan (3 SSR) segtikleri SSR primerlerini kullanmis ve toplam 27 SSR primerinin %52

oraninda polimorfik oldugu belirlenmistir.

Tiirkiye’nin farkli yerlerinden toplanmis olan Onobrychis taksonlari arasindaki genetik
cesitliligi belirlemek amaciyla yapilmis olan ¢alismada, 95 SSR primeri ¢iftinden 18’1 basaril
bir sekilde amplifiye edilerek kullanilmistir (Avcy, ilhan, Erayman ve Sancak, 2014)
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80 korunga aksesyonunun morfolojik, anatomik ve genetik ¢esitliliklerini belirlemek
amaciyla yapilan caligmada 45 adet ISSR primeri kullanilmistir. Secilmis olan 22 ISSR
primerinden 275 adet bant elde edilmistir. Genetik ¢esitliligin ¢ogunun aksesyonlar arasinda
oldugunu belirtilmistir (Zarrabian, Majidi ve Ehtemam, 2013). Zarrabian ve Majidi (2015)
tarafindan Onobrychis cinsinde 33 tiire ait 102 aksesyon {izerinde yapilan ¢alismada 47 ISSR
primerinden segilen 22 ISSR primeri kullanilmistir. Calismada 22 primer 235’1 polimorfik

olan toplam 243 bant {iretmis (%96,7) ve hemen hemen tiim tiirler birlikte kiimelenmistir.

Stresli ortamda biiyliyen bitkilerin normal sartlarda biiyliyen bitkilere oranla daha
yiiksek genetik ¢esitlilik gdsterip gostermedigini incelemek i¢cin 5 RAPD primeri kullanilarak
yapilan ¢aligmada, benzer ¢evresel baskilar altinda yetistirilen bitkilerin daha yiiksek genetik
benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Nosrati, Feizi, Tarrah ve Haghigi, 2012). ISSR belirtecleri
kullanilarak Azerbaycan ve Iran korunga populasyonlarmin analiz edildigi ¢alismada
polimorfik ISSR lokuslarinin oraninin populasyonlar arasinda %38,75 ile %61,25 arasinda

degistigi belirlenmistir (Nosrati, Feizi, Latifian ve Haghighi, 2016).

Onobrychis cinsinin ana gesitlilik merkezlerinden biri olan Iran kaynakli Onobrychis
carduchorum tiirinde 11 yabani populasyona ait toplam 55 Ornek {izerinde detayh
taksonomik, morfolojik, genetik ve ekocografik karakterizasyon yapilmistir. Calismada
genetik varyasyonu degerlendirmek i¢in niikleer ribozomal DNA ve ISSR primerleri
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore O. carduchorum’un filogenetik olarak en geng tiir

oldugu saptanmistir (Toluei, Atri, Ranjbar ve Wink, 2013).

Gen bankasindan temin edilmis olan iran kaynakli 36 O. sativa popiilasyonunun
RAPD belirtecleri ile genetik c¢esitlilikleri incelenmistir. Calismada test edilen 20 adet RAPD
primerinden 5 tanesi toplam 79 bant iireterek polimorfik bulunmustur. Yapilan filogenetik
analiz sonucunda populasyonlarin 3 gruba ayrildig1 saptanmistir. Calismanin sonug¢ kisminda
RAPD belirteglerinin korunga populasyonlar1 arasindaki genetik cesitliligi degerlendirmede
kullanilabilecegi belirtilmistir (Rasouli, Jaferi, Tabaei-Aghdaei, Shanjani ve Darvish, 2013).

Bhattarai (2017) tarafindan diinyanin farkli bolgelerinden toplanmis olan 38
Onobrychis aksesyonu lizerinde genetik cesitliligi belirlemek amaciyla 5 AFLP primer cifti
kullanarak yapilan ¢alismada 1042 polimorfik AFLP band1 elde edilmistir. Calismadan elde
edilen sonuglara gore aksesyonlar 3 gruba ayrilirken, genetik cesitliligin biiyiilk kisminin

aksesyon igerisinde (% 84,3) oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Bolimi Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuvari ve Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii

Molekiiler Genetik Laboratuvarinda ytiriitiilmiistir.

3.1. Bitki Materyali

Bu yiiksek lisans tezinde, 1slah programlarinda kullanmak amaciyla olusturulmus
korunga genetik kaynak koleksiyonu icerisinde bulunan 17 farkh tiirii (1 tiir Euonobrychis, 4
tir Hymenobrychis, 12 tiir Onobrychis seksiyonuna ait) temsilen se¢ilmis toplam 38
aksesyona ait 94 (1 aksesyon Euonobrychis, 6 aksesyon Hymenobrychis, 31 aksesyon
Onobrychis seksiyonuna ait) genotipe ek olarak olarak 6 farkli O. viciifolia aksesyonundan
secilmis 6 genotip bitki materyali olarak kullanilmistir. Calismada toplam olarak 100 korunga
genotipi kullanilmistir. Aksesyonlarin PI numaralari, 6rnek kodlar1 ve tiir isimleri Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan aksesyonlarin ait olduklari tiirler, aksesyon numaralari ve
verilen kodlari

ORNEK | BIREY | AKSESYON TOR AD| _ _
NO NO NO ORUJIN ALT CINS SEKSIYON
Onobrychis Stavro
. pol,
! 1 Pl312954 arenaria subsp. | pyqyq Onobrychis Onobrychis
arenaria Federasyonu
Onobrychis Stavropol
Pl 312954 ; pol,
2 1-2 31295 arenaria SbeD' Rusya Onobrychis Onobrychis
arenaria Federasyonu
Onobrychis Stavropol
Pl 312954 ; pol,
3 1-3 31295 arenaria SbeD' Rusya Onobrychis Onobrychis
arenaria Federasyonu
o1 312954 Onobrychis Stavropol,
4 1-4 arenaria subsp. | Rusya Onobrychis Onobrychis
arenaria Federasyonu
Pl 312943 Onobrychis Stavropol, . _
> 6-1 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 31294 Onobrychis Stavropol,
6 6-2 312943 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 31294 Onobrychis Stavropol,
7 6-3 312943 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
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P 312 Onobrychis Eski Sovyetler _ _
8 8-1 312935 inermis Birligi Onobrychis Onobrychis
Pl 312935 Onobrychis Eski Sovyetler _ _
9 8-2 inermis Birligi Onobrychis Onobrychis
Pl 312935 Onobrychis Eski Sovyetler _ _
10 8-3 inermis Birligi Onobrychis Onobrychis
] Pl 312935 Onobrychis Eski Sovyetler _ _
11 8-4 inermis Birligi Onobrychis Onobrychis
P 312942 Onobrychis Eski Sovyetler _ _
12 10-1 3129 inermis Birligi Onobrychis Onobrychis
Pl 31294 Onobrychis Stavropol,
13 | 111 312946 petraga Rusya Onobrychis | Onobrychis
Federasyonu
Pl 312946 Onobrychis Stavropol,
14 11-2 petraea Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312946 Onobrychis Stavropol, i .
15 11-3 petraea Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312946 Onobrychis Stavropol, i .
16 11-4 petraea Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 3162 Onobrychis
17 12-1 316295 petraea Almanya Onobrychis Onobrychis
Pl 3162 Onobrychis
18 | 122 - petraca | Almanya Onobrychis | Onobrychis
Pl 316295 Onobrychis ) _
19 12-3 petraea Almanya Onobrychis Onobrychis
20 13-1 W6 17878 Onobrychis cyri | Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
21 132 | W617878 | Onobrychiscyri | Rusya Onobrychis |  Onobrychis
Federasyonu
22 13-3 | W617878 | Onobrychiscyri | Rusya Onobrychis |  Onobrychis
Federasyonu
Pl 315085 Onobrychis ; . .
23 17-1 iberica E?rlili;iovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 315085 Onobrychis ; . .
24 17-2 iberica E?rlili;iovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 31 Onobrychis ;
25 17-3 315085 iberica E?rliligsiovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 312 Onobrychis ;
26 23-1 312909 altissima E?rliligsiovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 312909 Onobrychis ; . .
27 23-2 altissima Ei(lligsiovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 312909 Onobrychis ; . .
28 23-3 altissima Eski Sovyetler Onobrychis Onobrychis

Birligi
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Pl 312909 Onobrychis ; _ _
29 23-4 altissima Eski Sovyetler Onobrychis Onobrychis
Birligi
PI 300580 Onobrychis ; _ _
30 26-1 vassilczenkoi Egk!ﬁovyetler Sisyrosema | Hymenobrychis
Birligi
Pl Onobrychis ; ) _
31 26-2 300580 vassilczenkoi Egk!ﬁovyetler Sisyrosema | Hymenobrychis
Birligi
. P 300580 Onobrychis - , '
32 26-3 vassilczenkoi E§k!§ovyetler Sisyrosema | Hymenobrychis
Birligi
Pl 280259 Onobrychis
33 30-1 conferta subsp. | jgany, Onobrychis Onobrychis
argentea
Pl 32544 Onobrychis Stavropol, _ _
34 42-1 325448 altissima Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 642147 Onobrychis alba ) ) _
3% 43-1 subsp. laconica | Bulgaristan Onobrychis Onobrychis
Pl 642147 Onobrychis alba 4 ) _
36 -2 subsp. laconica | Bulgaristan Onobrychis Onobrychis
Pl 642147 Onobrychis alba
37 433 6 subsp. laconica Bulgaristan Onobrychis Onobrychis
Pl 227377 Onobrychis .
38 441 3 biebersteinii fran Onobrychis Onobrychis
PI 227377 Onobrychis . _ _
3 444 biebersteinii [ran Onobrychis Onobrychis
Pl 227377 Onobrychis . _ _
40 44-3 biebersteinii [ran Onobrychis Onobrychis
Pl 227377 Onobrychis .
al 44-4 3 biebersteinii fran Onobrychis Onobrychis
Pl 29792 Onobrychis
42 ar-l 97923 grandis Avustralya Onobrychis Onobrychis
Pl 297923 Onobrychis ) _
43 ar-2 grandis Avustralya Onobrychis Onobrychis
Pl 297923 Onobrychis ) _
44 47-3 grandis Avustralya Onobrychis Onobrychis
Pl 3254 Onobrychis Stavropol,
45 48-1 325438 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 314931 Onobrychis i _ _
46 49-1 iberica Egk!§ovyetler Onobrychis Onobrychis
Birligi
Pl 3144 Onobrychis ;
4t 50-1 314469 kachetica Egk!ﬁovyetler Sisyrosema | Hymenobrychis
Birligi
Pl 3144 Onobrychis ;
48 50-2 314469 kachetica Egk!ﬁovyetler Sisyrosema | Hymenobrychis
Birligi
Pl 312464 Onobrychis - _ _
49 51-1 kamularie Eski Sovyetler Sisyrosema Hymenobrychis

Birligi
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PI1 301107 Onobrychis . . .
50 52-1 megataphros Tirkiye Onobrychis Onobrychis
PI1 301107 Onobrychis _ . .
o1 52-2 megataphros Tirkiye Onobrychis Onobrychis
PI 301107 Onobrychis ) ) _
52 52-3 30110 megataphros Tirkiye Onobrychis Onobrychis
) Pl 312945 Onobrychis ; ) )
>3 >4l oxyodonta E?rliligsiovyetler Eubrychideae | Euonobrychis
PI 312945 Onobrychis i : :
>4 54-2 oxyodonta E?rliligsiovyetler Eubrychideae Euonobrychis
PI 312945 Onobrychis i : :
55 54-3 oxyodonta E?rliligsiovyetler Eubrychideae Euonobrychis
W6 21877 Onobrychis
56 55-1 6218 pallasii Ukrayna Sisyrosema Hymenobrychis
Pl 312947 Onobrychis Stavropol, ) _
57 57-1 petraea Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312947 Onobrychis Stavropol, ) _
58 S57-2 petraea Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312947 Onobrychis Stavropol,
59 57-3 & petraea Rusya Sisyrosema Hymenobrychis
Federasyonu
Pl 440574 Onobrychis Stavropol,
60 60-1 o8 vassilczenkoi Rusya Sisyrosema Hymenobrychis
Federasyonu
61 63-1 Pl 314468 Onobrychis cyri | Eski Sovyetler Onobrychis Onobrychis
Birligi
62 63-2 Pl 314468 Onobrychis Cyri Eski Sovyetler Onobrychis Onobrychis
Birligi
63 63-3 Pl 314468 Onobrychis cyri | Eski Sovyetler Onobrychis Onobrychis
Birligi
64 63-4 PI 314468 | onobrychis cyri | Eski Sovyetler | b onic | Onobrychis
Birligi
P 372809 Onobrychis . :
65 69-1 inermis Cekya Onobrychis Onobrychis
Onobrychis
66 70-1 P1 440572 Oy Rusya . _
inermis Federasyonu Onobrychis Onobrychis
67 78-1 P1 464819 Onobrychis Spp. | Tijriye
68 78-2 PI 464819 Onabrychis spp. Tiirkiye
Pl 31294 Onobrychis Stavropol,
69 81-1 312940 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 31294 Onobrychis Stavropol,
70 81-2 312940 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312940 Onobrychis Stavropol, ) _
1 81-3 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
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Pl 31294 Onobrychis Stavropol, ) _
2 81-4 312940 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
PI 312936 Onobrychis i . .
3 82-1 inermis E?rliligsiovyetler Onobrychis Onobrychis
PI 312936 Onobrychis i . .
4 82-2 inermis E?rliligsiovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 312 Onobrychis i ) _
& 82-3 312936 inermis E?rliligsiovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 312 Onobrychis i ) _
6 82-4 312936 inermis E?rliligsiovyetler Onobrychis Onobrychis
PI 312937 Onobrychis | Stavropol, . .
i 83-1 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312937 Onobrychis Stavropol, ) _
8 83-2 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312937 Onobrychis Stavropol, . _
9 83-3 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
PI 312938 Onobrychis i
80 84-1 inermis E?rlili;iovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 312 Onobrychis :
81 84-2 By -0 inermis Ei(lligsiovyetler Onobrychis Onobrychis
PI 312938 Onobrychis i . :
82 84-3 inermis E?rlilit(;’siovyetler Onobrychis Onobrychis
Pl 312939 Onobrychis Stavropol,
83 85-1 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312939 Onobrychis Stavropol, ) _
84 85-2 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312939 Onobrychis Stavropol, ) _
85 85-3 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312941 Onobrychis Stavropol, . _
86 86-1 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312941 Onobrychis Stavropol,
87 86-2 3129 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
Pl 312941 Onobrychis Stavropol,
88 86-3 3129 inermis Rusya Onobrychis Onobrychis
Federasyonu
89 90-1 PI225729 Onabrychis spp. Tiirkiye
90 90-2 PI225729 Onabrychis spp. Tiirkiye
91 90-3 PI225729 Onobrychis spp. | Tyirkiye
92 93-1 Pl 325445 Onobrychis spp. Eski Sovyetler

Birligi
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93 94-1 PI'567875 Onobrychis spp. | Diyarbakar,
Turkiye
Pl 2257 . .
94 97-1 5730 Onobrychis spp. | Tirkiye
95 95 Pl 205200-2 Onp k?_rych 1S. Turkiye Onobrychis Onobrychis
viciifolia
96 96 Pl 236486-1 Onobrychis | ;1 ive Onobrychis Onobrychis
viciifolia
97 97 PI 250024 Onobrychis | 4 Onobrychis Onobrychis
viciifolia
98 98 Pl 273784 Onobrychis | | ivanya Onobrychis |  Onobrychis
viciifolia
99 99 PI 192994 Onobrychis | _ Onobrychis |  Onobrychis
viciifolia
. Wyoming,
100 100 Pl 639688 Or!oprthls ABD Onobrychis Onobrychis
viciifolia
3.2. YOntem

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Aksesyonlara ait tohumlar 2017 yilinin mart ay1 baslarinda igerisinde 3:1 oranlarinda
steril torf ve perlit bulunan viyollere ekilmistir. Bitkiler tarlaya sasirtilincaya kadar
boliimiimiize ait iklim odasinda 16 saat 151k ve 20 °C sicaklik sartlarinda yetistirilmistir.
Bitkiler yeterince gelistikten (6 hafta) sonra giin 15181na alistirilarak mayis ayimin ilk haftasi

tarlaya (50 cm x 1 m) sasirtilmistir. Gerekli oldukc¢a bakim ve sulama islemleri yapilmistir.

3.2.2. Flow Sitometri ile Cekirdek DNA Analizi (pg)

Cekirdek DNA analizleri, Tarla Bitkileri Boliimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi
Laboratuvarinda, Flow sitometri (PARTEC) cihazi kullanilarak yapilmistir. Cekirdek DNA
analizleri, tarlada yetismekte olan bitkilerden alinan taze yaprak dokular1 kullanilarak, 2017-
2018 bahar aylarinda gerceklestirilmistir. Analizler, her bir aksesyon ig¢in, 3 farkli bitki
tizerinde yapilmistir. Analizlerde standart olarak yaygmn fig (Vicia sativa L.) bitkisi
kullanilmistir. Fig bitkisinin 2C ¢ekirdek DNA igerigi standart olarak Arpa (slodoran)

bitkisinin kullanilmastyla 3,65 pg olarak belirlenmistir.

Calismamizda Ornekler Partec firmasmin ticari kiti (CyStain PI absolute P)

kullanilarak firmanin asagida sunulmus olan protokolii takip edilerek hazirlanmistir.
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1) Tarlada bulunan korunga bitkilerinden alinmig taze yaprak dokusu (yaklasik 40 mg)
ve standart (Vicia sativa L.) olarak kullanilan bitkinin taze yaprak dokusu (yaklasik 20 mg)

petri kabina yerlestirilmis ve lizerine 500 ul izolasyon buffer ilave edilmistir.

2) Dokular petri kabi igerisinde keskin bir jilet yardimiyla kiigiik pargalara ayrilana
kadar (30-60 saniye) parcalanmistir. Parcalama islemi yeterli oldugunda hazirlanan 6rnek

petri kab1 iginde 15-20 saniye kadar ¢alkalanmistir.

3) Calkalama sonrasinda petri icerisindeki soliisyon 30 um siizme araliklarina sahip
filtreden gecirilerek tiip icerisine transfer edilmistirr Bu sekilde c¢ekirdeklerin bitki

dokularindan ayrilmasi saglanmstir.

4) Tip igerisine dnceden hazirlanmis olan 2 ml staining soliisyon eklenerek karanlik
ortamda yaklasik 60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda érnekler flow

sitometri cihazinda analiz edilmistir.

Takip edilen protokolde dokularin jilet ile par¢alanmasiyla dokuyu olusturan hiicreler
mekanik olarak birbirlerinden ayrilir, hiicre zar1 parcalanir ve hiicre g¢ekirdekleri serbest
kalarak petri kabi igerisinde bulunan soliisyona karisir. Sollisyonun igerisinde bulunan
deterjanlar ¢ekirdek zari lizerinde yaptiklari tahribat ile zar lizerinde kiiciik delikler meydana
getirir. Ornegin iizerine sonradan ilave edilen staining soliisyon igerisinde bulunan ve niikleik
asitlere baglanma 6zelligine sahip olan florasan boya ¢ekirdek zar1 lizerinde bulunan bu kiiciik
deliklerden gecerek cekirdek igerisindeki niikleik asitlere baglanir. Cekirdek icerisinde
bulunan DNA miktar1 ile acikliklardan giren staining soliisyon miktar1 birbiri ile dogru
orantilidir. Cekirdek DNA miktar arttik¢a ¢ekirdek icerisine giren florasan boya miktar1 da

artmaktadir.

Protokol izlenerek hazirlanmis Ornekler analiz igin flow sitometri cihazina
yiiklendiklerinde 6rnek igerisinde bulunan hiicre ¢ekirdekleri, cihazin akis sistemi araciligi ile
lazer 15181 Oniinden teker teker olacak sekilde gecerler. Gegis sirasinda hiicre g¢ekirdeginin
icerdigi PI miktar1 ile dogru orantili olarak florasan 151k yayarlar. Bu yayilan florasan 11k
cthazin optik kismin igerisinde bir dizi islemden gectikten sonra bilgisayar monitoriine

histogram olarak yansir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Onobrychis inermis [81 numara- (84-2)] (solda) ve standart olarak kullanilan Vicia
sativa L. (sagda) bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlarini gosteren flow

histograminin goriiniisii

Histogramin yatay ekseni analiz edilmis olan orneklerin florasan yogunlugunu
gosterirken dikey eksen ise analiz edilen hiicrelerin sayisin1 gostermektedir. Florasan
yogunlugu yatay eksende saga dogru gidildik¢e artmaktadir. Burada florasan yogunlugu
dolayli olarak cekirdek DNA igerigini gosterdiginden DNA miktarininda arttig1 sdylenebilir.

Yapilmis olan ¢ekirdek DNA analizlerinde saglikli sonucglar elde edebilmek igin
histogram Tlzerinde go6zlenen piklerin yeterince uzun ve ince olmast gerekmektedir.
Sonuglarin kalitesi bitkilerin gelisme donemi, yetistirme sartlariin uygunlugu Orneklerin
Ozenli bir sekilde hazirlanmasit ve flow sitometri cihazinin kalibrasyonuna bagli olarak

degismektedir.

3.2.3. Flow Sitometri ile Korunga Cekirdek DNA Iceriginin Olciilmesi ve Mutlak

Degerin Hesaplanmasi

Analiz edilen bitkilerin ¢ekirdek DNA igerikleri mutlak olarak belirlenmek
istendiginde Ornegin DNA igerigi, DNA igerigi bilinen standart bir bitki ile kiyaslanir.
Ornekler, analiz edilecek bitki dokusu ile standart bitkinin dokusu ayn1 anda, birlikte muamele

edilerek hazirlanir.
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Hazirlanmis olan Ornek analiz edildiginde elde edilen orjinal histogram (Sekil 3.1)

cihazin sahip oldugu Flow Max programi ile analiz edilerek bazi diger degerler ile birlikte

piklerin florasan yogunluklar1 ve cv degerlerini iceren bir tablo elde edilir (Sekil 3.2).

Histogramda 2 adet pik gézlenmektedir. Bu piklerden biri analiz edilen 6rnegin G1 piki, diger

pik ise standart olarak kullanilan bitkiye ait olan G1 pikidir. Piklerin hangisinin 6rnege

hangisinin standarda ait oldugunu saptayabilmek i¢in 6rnek ile standardin dokularindan ayri

ayr1 6rnek hazirlanir, ayr1 olarak analiz edilir ve piklerin yerleri belirlenir. Ornegin mutlak

cekirdek DNA igerigi, ornek ile standardin G1 piklerinin florasan yogunluklarina ait degerler

(sag st kosede belirtilmis olan ‘mean’ degerleri) kullanilarak asagida sunulmus olan formiil

araciligi ile hesaplanmaktadir.
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Sekil 3.2. Flow histograminin flow max programi ile analizinden sonraki goriiniisii

DNA miktar1 bilinmeyen bitkinin

florasan yogunlugu (G1 pikinin

degeri)

Cekirdek DNA igerigi =

Standart olarak kullanilan bitkinin

florasan yogunlugu (G1 pikinin

degeri)
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Histogramdaki degerler formiilde yerine koyularak hesaplama islemi yapildiginda

ornegin ¢ekirdek DNA icerigi pikogram (pg) cinsinden hesaplanmis olur.

Her bir aksesyona ait bitkilerin ¢ekirdek DNA igeriklerinin ortalamalar1 basit bir
istatiksel yontem olan giiven araliklar1 (confidence interval) kullanarak kendi aralarinda
kiyaslanmistir. Her ortalama i¢in giiven araliklart agagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

P (X 1—t0.05 Sx < u< Xi + 1t 0.0sSx) = 0.95
Formiilde t 0.5 “t” statistigi ve Sx =s/n /2.

Esitlikte n her bir aksesyon i¢in analiz edilen bitki sayisin1 gosterirken “S” onlarin
standart sapmasini ifade etmektedir. Giiven araliklar1 Ortiisen ortalamalarin birbirinden farkl
olmadig kabul edilir. Bu bakimdan yapilan analiz ortalamalar1 kiyaslamak i¢in yapilan 't' testi

ile aynidir.

3.2.4. DNA izolasyonu

Yeterli miktarda ve kaliteli DNA izolasyonu yapabilmek icin bu tez ¢alismasinda farkli
izolasyon metodlar1 denenmistir. Yapilan uygulamalar sonucunda Doyle ve Doyle (1990)

metodu modifiye edilerek uygun DNA izolasyon yontemi elde edilmistir.

Yapilan bu ¢aligmada 38 korunga aksesyonunun 94 bireyine ek olarak 6 farkli O.
viciifolia aksesyonundan se¢ilmis 6 genotip eklenerek toplamda 100 birey kullanilmistir.
DNA izolasyonu i¢in her bir genotipten yeterli miktarda geng ve taze yaprak ornekleri alinmig
ve 2 ml’lik santrifiij tiipleri igine yerlestirilmistir. Parcalanma islemini kolaylagtirmak
amaciyla tiiplerin igerisine 100 pl dH>O ilave edilmistir. Her bir tiip icerisine homojenizasyon
islemi icin 2’ser adet 3 mm’lik bilyeler eklenmistir. Homojenizasyon siiresi 2 dakika olup
frekanst 30 olarak ayarlanmistir. Homojenizasyon islemi Retsch®MM4000 model bir

homojenizator yardimiyla yapilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Korunga yapraklarinin Retsch® MM400 model homojenizatér ile ezilmesi
DNA izolasyonunda yararlanilan protokoliin basamaklar1 agagidaki gibidir;

1. lyice ezildiklerinden emin olunan yaprak &rneklerinin iizerine dnceden 65 °C’de
sitilmig Oziitleme tamponundan 800 pl (200 mM TRIS-HCI, 50 mM EDTA, 2M NaCl, 10
mM B-Mercaptoethanol, %2 CTAB, pH:8) eklenmistir.

2. Her bir tiip icerisine bir miktar PVP eklenerek vortekslenmistir ve sonrasinda 65°C de

1 saat boyunca ¢alkalayicili 1sitic1 blokta inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir tiip iizerine 700 pl Choloroform: Isoamylalcohol

(24:1) eklenmis ve 10 dk vortekslenmistir.

4. 10.000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir (Sekil 3.4).
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!— — b .
Sekil 3.4. Santrifiij sonrasinda gozlenen faz ayrimi
5. Ustteki s1vi1 kisim steril 2 m1’lik tiiplere aktarilmugtir.

6. Uzerlerine esit hacimde Choloroform: Isoamylalcohol (24:1) eklenmis ve 10 dk

vortekslenmistir.
7. 10.000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.
8. Ustteki s1v1 kisim steril 1,5 ml’lik tiiplere aktariimistur.

9. Uzerlerine esit hacimde 60 pl 3M Sodyum asetat, 50 ul 5SM Potasyum asetat, 500 pl

soguk Isopropanol eklenmistir ve -20°C de 1 saat inkiibe edilmistir.
10. Sogutmal1 santrifiijde 13.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
11. Ust kistm dékiilerek iizerine 1000 ul %70’lik ethanol eklenmistir.
12. Sogutmali santrifiijde 13.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir
13. Ust kisim dokiilerek iizerine 1000 ul %70’lik ethanol eklenmistir.
14. Sogutmali santrifiijde 13.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
15. Ust kisim dikkatli bir sekilde dokiilerek pellet kurumaya birakilmistir.

16. Pellet iyice kuruduktan sonra iizerine 100 pul TE tamponu (10 mM TRIS-HCI, 1 mM
EDTA, pH:8) eklenmis ve 37°C de 30 dk inkiibe edilmistir.
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17. Elde edilen DNA o6rnekleriPCR iglemleri gergeklestirilene kadar buzdolabinda +4°C

de saklanmistir.

3.2.5. Elde Edilen DNA Orneklerinin Miktar ve Kalite Tayini

Izole edilen DNA o6rneklerinin miktar ve kalite tayinleri Nanodrop® 1000 ve
Nanodrop® LITE spektrofotometre cihazlari yardimiyla 6lgiilmiistir. DNA 6rneklerinin
Ol¢iimleri Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii Molekiiler Genetik Laboratuvari ve Tekirdag

Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Biyometri ve Genetik

Laboratuvarinda yapilmistir (Sekil 3.5).

—

Sekil 3.5. Thermo Scientific Nanodrop® 1000 Spektrofotometre ve Thermo Scientific
Nanodrop® LITE cihazlar kullanilarak DNA miktar ve kalite tayini

3.2.6. Mikrosatellit (SSR) Primerlerinin Belirlenmesi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PCR) ve Elektroforez

Bu tez calismasinda, daha 6nce yapilmis olan calismadan secgilen ve yiliksek oranda

polimorfik davranig gosteren 8 SSR primeri kullanilmistir (Kempf vd., 2016).

Calismada M13 isaretleme yontemi kullanilmigtir. Bu yontem calismalarin daha
ekonomik hale getirilmesi amaciyla Schuelke (2000) tarafindan gelistirilmistir. M 13 kuyruklu

primer isaretleme yonteminde kullanilmis olan primerler Cizelge 3.2°de verilmistir. Bu ticli
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primer stratejisinde ileri primer, geri primer ve florasan etiketli bir M13 primer kullanilarak

PCR islemi gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan SSR primerleri

Primer Ad1 Primer Dizisi (Sekansi) 5' mmp 3' Tekrar Motifi
M13-FAM | 5-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3 (AGGT)6
OVKO036-F | ’TGTAAAACGACGGCCAGTGTGTTAAAGGGGTGAAAACAT-3'

OVKO036-R 5> CATTTTGACAAACCAGTATCC 3’
M13-VIC 5°-VIC- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (TTGCG)5
OVKO094-F | 5> TGTAAAACGACGGCCAGTACCGATCTTAGGATAGATGGA 3

OVKO094-R 5 ACTTTTGGTTGCTTAGTCGAT 3’
M13-NED | 5°-NED- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3 (CATTT)5
OVK125-F | 5> TGTAAAACGACGGCCAGTAAATTTAAGCACCGGAATAAC-3'

OVK125-R 5° AAAGCAAAAGGGCTACTAAAG 3’
M13-FAM | 5-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3 (CTC)s
OVMO33-F | 5> TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGCTTATTTGGTTAACAG-3'

OVMO33R 5> ATACTATTTCCCATGCCTACC 3’
M13-FAM | 5-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3» (TTCC)6
OVKI161-F | 5> TGTAAAACGACGGCCAGTAAAGCTTTCTACACGTTGGTA-3"

OVKI161-R 5 TGGGTTTTTACACTCTGTGAT 3’
M13-VIC 5°-VIC- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (AGTG)6
OVKO046-F | 5> TGTAAAACGACGGCCAGTTCAACCACATTATAAAACCTCA-3'

OVKO046-R 5° CGCGAAATCATAGTTCACTT 3’
M13-NED | 5°-NED- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (GTA)6
OVKO061-F | 5 TGTAAAACGACGGCCAGTTTAACACACGTACGTACCACA-3'

OVMO061-R 5 TTTGTCGTTGATCGTTAAGTT 3’
M13-PET 5’-PET- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (GGCCO)s
OVK174-F | 3 TGTAAAACGACGGCCAGTACATGATCGTGAATATGAAGC-3'

OVK174-R 5> CAGCAGCAATCAATATATCATC 3’

Yiiriitiilen bu tez ¢calismasinda SSR analizleri i¢in daha onceki ¢calismalarda bildirilmis

olan PCR reaksiyon kosullar1 ve déngiileri kullanilmistir (Kempf vd., 2016; Ozkan, 2017).

PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinleri elektroforezde goriintiileme yapilana kadar

folyoya sarilmis bir sekilde +4°C’de muhafaza edilmistir. PCR {iriinleri 1X TBE tamponunda
110 Voltta yaklasik 1 saat %1,5’luk agaroz jelde (RedSafe Nucleic Acid Staining Solution
iceren) yiiriitiilerek baglanmalar kontrol edilmistir (Sekil 3.6). Daha sonrasinda bantlar UV

151k altinda incelenmistir.

PCR iiriinlerinin elde edilmesinden sonra hizmet alim1 yapilarak kapiller elektroforez
ile DNA parga biiyiikliikkleri belirlenmistir. Molekiiler genetik laboratuvarinda bulunan
GeneMapper Software 5.0 yazilimi kullanilarak aksesyonlarin DNA parca analizleri

degerlendirilerek SSR lokuslarina ait allellerin baz ¢ifti olarak biiyiikliikleri bulunmustur.
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Sekil 3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

3.2.7. SSR Lokuslarina Ait Verilerin istatistiksel Analizi

Bu tez calismasinda SSR lokuslarinin polimorfizm oranlarinin belirlenmesinde
kullanilan tim genotipler birlikte degerlendirilmistir, iki ve daha fazla allel bulunduran
mikrosatellit lokuslar1 polimorfik olarak belirlenmistir. Yapilmis olan istatistiksel analizlerde,
polimorfik lokuslar, bu lokuslara ait allel sayilar1 (NA) ve polimorfizm ylizdeleri, tarafsiz
genetik cesitlilik degeri (uh) ile Shannon sabiti (I) de hesaplanmistir. PIC (polimorfizm bilgi
icerigi) lokuslarin allel farkliliklarini, primerlerin polimorfizmini ve etkinliklerini belirten bir
degiskendir. 8 SSR primerinin PIC degeri Roldan-Ruiz, Dendauw, Van Bockstaele, Depicker

ve De Loose (2000) formiilii yardimiyla hesaplanmaistir.

Biitiin bireyler i¢cin SSR lokuslarinda allellerin gézlenmesi durumunda allel var (1),

gdzlenmemesi durumunda ise allel yok (0) seklinde skorlama yapilmistir.

Istatistiki hesaplamalarin ve analizlerin yapilmasinda GenAIEx [(Version 6.5)
(http://biologyassets.anu.edu.au/GenAlEx/Download.html)] (Peakall ve Smouse 2006)
programini kullanilmistir. Yapilan hesaplamalarin sonucunda elde edilen degerlerin daha agik
bir sekilde belirtilebilmesi i¢in UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic
Average) simiflandirma yontemi kullanilarak dendrogram olusturulmustur. POPULATIONS
1.2.32 (Population Genetic Software) (Langella, 1999) ve TreeView 1.6.6 (Page, 1996)

programi dendrogramin olusturulmasinda kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Cekirdek DNA Analizleri

Calismada analiz edilen korunga genotiplerinin 2C ¢ekirdek DNA igerikleri, aksesyon
ortalamalari, aksesyonlara ait standart sapma ve giiven araliklarina ait degerler Cizelge 4.1°de

sunulmustur.

Cizelge 4.1’ den goriilecegi lizere calismada kullanilan korunga bitkilerinin 2C
cekirdek DNA igerikleri 2,80 pg (PI 312941, O. inermis) ile 0,99 pg (P1 464819, Onobrychis
spp.) arasinda degisim gostermistir. Aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri ise
2,73 pg (PI1 312954, O. arenaria subsp. arenaria) ile 1,03 pg (P1 464819, Onobrychis spp.)

arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1°de sunulmus olan aksesyonlara ait ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi
sonuclar1 incelendiginde, aksesyonlarin c¢ekirdek DNA igeriklerine gore ¢ok belirgin bir
sekilde, 2 ana gruba ayrildig1 goriilmektedir. Birinci grupta yer alan aksesyonlarin ortalama
2C ¢ekirdek DNA igerigi 1,03 pg ile 1,56 pg arasinda degisirken, ikinci grupta ortalama 2C
¢ekirdek DNA igerigi 2.73 pg ile 2.50 pg arasinda degismektedir. Buradan goriilecegi tizere
birinci grubun en yliksek degeri ile ikinci grubun en diisiik degeri arasinda yaklasik 1 pg
civarinda bir fark bulunmaktadir. Gruplar arasinda bu kadar biiyiik bir bos alanin bulunmasi
daha ilk bakista iki grubun hemen fark edilmesini saglamaktadir. Buna ek olarak ikinci
grubun 2C c¢ekirdek DNA ortalamasi birinci grubun yaklasik 2 kati oldugu dikkati
¢ekmektedir.

Korunga genotiplerinin 2C ¢ekirdek DNA igeriklerine ait sonuglar {izerinde
istatistiksel analiz yapilmasi sonucu ise aksesyon ortalamalar1 arasindaki farkliligin
istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmis ve analiz sonuglarina gore aksesyonlar toplam 8
gruba ayrilmistir. Bu sonuglara gore birinci grup igerisinde yer alan aksesyonlarin 5 alt gruba,
ikinci grup igerisinde yer alan aksesyonlarin ise 3 alt gruba ayrildig1 belirlenmistir. Buna ek
olarak alt gruplar arasindaki farkliliklarin birinci grup igerisinde ikinci gruba goére daha

belirgin oldugu gbézlenmistir (Cizelge 4.2).

Calismamizin sadece filogenetik (SSR) kisminda kullanilan alt1 farkli aksesyona ait
alti O. viciifolia genotipinin g¢ekirdek DNA igerikleri ise daha once ayni standart bitki ve
yontem kullanilarak Sahin (2019) tarafindan laboratuvarimizda hazirlanmis olan yiiksek lisans

tezinden alinmistir. Genotiplerin ait oldugu aksesyonlar 2,64 pg/2C ile 2,73 pg/2C arasinda
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degisen ortalama ¢ekirdek DNA igerikleri ile ¢alismamizda ¢ekirdek DNA igerigi en yiiksek

olan grup ile benzer DNA degerlerine sahiptir.

Cizelge 4.1. Calismada incelenen korunga genotiplerinin 2C c¢ekirdek DNA igerikleri,

aksesyonlara ait ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri standart sapmalari, giiven araliklar1 ve

aksesyonlarin ploidy seviyeleri

; . Glven

Ornek | Aksesyon Tiir adi C;el_qrdgk DNA Oort. sD TS, araliklart Ploidi

Kodu No Igerikleri -

Alt Ust
8 Pl 312935 O. inermis 262|259 |271| 264 | 0,062 | 0,051 | 2,589 | 2,691 2n=28
82 Pl 312936 O. inermis 256 | 265|266 | 262 | 0,055 | 0,045 | 2,578 | 2,668 2n=28
83 Pl 312937 O. inermis 258 | 27 | 251 26 | 0,096 | 0,079 | 2,518 | 2,675 2n=28
84 Pl 312938 O. inermis 2,72 1262|263 | 2,66 | 0,055 | 0,045 | 2,612 | 2,702 2n=28
85 Pl 312939 O. inermis 263|266 |257| 262 | 0,046 | 0,037 | 2,583 | 2,657 2n=28
81 Pl 312940 O. inermis 262|268 |263| 264 | 0,032 | 0,026 | 2,617 | 2,67 2n=28
86 Pl 312941 O. inermis 256 |258| 28 | 265 | 0,133 | 0,109 | 2,538 | 2,756 2n=28
10 Pl 312942 O. inermis 265|273 |267| 2,68 | 0,042 | 0,034 | 2,649 | 2,717 2n=28
6 Pl 312943 O. inermis 262|265 |263| 263 | 0,015 | 0,012 | 2,621 | 2,646 2n=28
48 Pl 325438 O. inermis 2,62 |267|268| 266 | 0032 | 0,026 | 2,63 | 2,683 2n=28
69 Pl 372809 O. inermis 2,71 264|267 | 2,67 | 0,035 | 0,029 | 2,645 | 2,702 2n=28
70 Pl 440572 O. inermis 251|259 |255| 255 | 0,04 | 0,033 | 2517 | 2,583 2n=28
23 Pl 312909 0. altissima 264 1263|253 26 | 0061 | 0,05 2,55 2,65 2n=28
42 Pl 325448 0. altissima 259|254 |262| 258 | 0,04 | 0033 | 255 | 2,616 2n=28
51 Pl 312464 O. kamularie 256|253 | 25 | 253 | 003 | 0,025 | 2,505 | 2,555 2n=28
50 Pl 314469 0. kachetica 136(134|132| 1,34 | 0,02 | 0,016 | 1,324 | 1,356 2n=16
52 P1 301107 | O.megataphros | 1,26 | 1,24 | 1,21 | 1,24 | 0,025 | 0,021 | 1,216 | 1,257 2n=14
47 Pl 297923 0. grandis 252 | 27 |262| 261 | 009 | 0074 | 254 | 2,687 2n=28
44 Pl 227377 O. biebersteinii | 2,73 | 2,6 | 2,69 | 2,67 | 0,067 | 0,054 | 2,619 | 2,728 2n=28
26 P1 300580 | O.vassilczenkoi | 1,33 | 1,35| 1,3 | 1,33 | 0,025 | 0,021 | 1,306 | 1,347 2n=16
60 Pl 440574 | O.vassilczenkoi | 1,39 | 1,37 | 1,34 | 1,37 | 0,025 | 0,021 | 1,346 | 1,387 Diploid
30 | pi2gozsy | O-confertd o gq o062 | 2,61 | 261 | 0,015 | 0,012 | 2,594 | 2,619 | 2n=28
subsp. argentea
54 Pl 312945 O.oxyodonta | 259 |245|255| 253 | 0,072 | 0,059 | 2,471 | 2,589 2n=28
49 Pl 314931 0. iberica 2,7 | 268|272 | 27 0,02 | 0,016 | 2,684 | 2,716 | Tetraploid
17 Pl 315085 0. iberica 261|264 |261| 262 | 0,017 | 0,014 | 2,606 | 2,634 2n=28
1 | pr312gss | O-arenaria i, el 579 12,78 | 2,73 | 009 | 0,073 | 2,66 | 2,807 | Tetraploid
subsp. arenaria

63 Pl 314468 O. cyri 26 | 26 | 264 | 2,61 | 0,023 | 0,019 | 2,594 | 2,632 2n=28
13 W6 17878 O. cyri 263|247 |255| 255 | 0,08 | 0,065 | 2,485 | 2,615 2n=28
55 W6 21877 O. pallasii 157|157 |155| 1,56 | 0,012 | 0,009 | 1,554 | 1,573 Diploid
11 Pl 312946 O. petraea 263|261 | 27 | 2,65 | 0,047 | 0,039 | 2,608 | 2,685 2n=28
57 Pl 312947 O. petraea 1 1,1 ] 12 1,1 0,1 0,082 | 1,018 | 1,182 Diploid
12 Pl 316295 O. petraea 267|262 | 26 | 2,63 | 0,036 | 0,029 | 2,601 | 2,659 2n=28
90 Pl 225729 Onobrychisspp | 2,47 | 25 [ 252 | 25 | 0,025 | 0,021 | 2,476 | 2,517 2n=28
97 P1 225730 | Onobrychisspp | 2,55 | 253|242 | 25 0,07 | 0,057 | 2,443 | 2,557 2n=28
93 Pl 325445 | Onobrychisspp | 2,55 | 2,76 | 2,73 | 2,68 | 0,114 | 0,093 | 2,587 | 2,773 2n=28
78 Pl 464819 | Onobrychisspp | 1,05 | 1,04 | 0,99 | 1,03 | 0,032 | 0,026 1 1,053 | Diploid
94 P1567875 | Onobrychisspp | 1,25|1,23|124| 1,24 | 0,01 | 0,008 | 1,232 | 1,248 | Diploid
13 | proaziar | © ﬂ?gnsl‘égs'o 117 (1,18 [ 121 | 1,19 | 0021 | 0,017 | 1,17 | 1,204 | 2n=14
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Cizelge 4.2. Aksesyonlarin giiven araliklarina gore gruplandirilmasi

Ornek | Aksesyon Cekirdek DNA Ort. Giiven
Kodu No Icerikleri Araliklar:
Alt Ust
1 PI 312954 O.arenaria | 563 | 579 | 278 | 2,73 | 2,660 | 2,807
subsp. arenaria
49 | PI314931 O. iberica 2,70 | 2,68 | 2,72 | 2,70 | 2,684 | 2,716
10 | PI312942 O. inermis 2,65 | 2,73 | 2,67 | 2,68 | 2,649 | 2,717
93 | P1325445 | Onobrychisspp | 255 | 2,76 | 2,73 | 2,68 | 2,587 | 2,773
69 | PI372809 O. inermis 2,71 | 2,64 | 2,67 | 2,67 | 2,645 | 2,702
44 | p1227377 | ©O. biebersteinii | 273 | 260 | 2,69 | 2,67 | 2,619 | 2,728
84 | PI1312938 O. inermis 2,72 | 2,62 | 2,63 | 2,66 | 2,612 | 2,702
48 | PI325438 O. inermis 2,62 | 2,67 | 2,68 | 2,66 | 2,630 | 2,683
86 | PI1312941 O. inermis 2,56 | 2,58 | 2,80 | 2,65 | 2,538 | 2.756
11 | PI312946 O. petraea 2,63 | 2,61 | 2,70 | 2,65 | 2,608 | 2,685
8 PI 312935 O. inermis 2,62 | 2,59 | 2,71 | 2,64 | 2,589 | 2,691
81 PI 312940 O. inermis 2,62 | 2,68 | 2,63 | 2,64 | 2,617 | 2,670
6 PI 312943 O. inermis 2,62 | 2,65 | 2,63 | 2,63 | 2,621 | 2,646
12 | PI316295 O. petraea 2,67 | 2,62 | 2,60 | 2,63 | 2,601 | 2,659
82 PI 312936 O. inermis 2,56 | 2,65 | 2,66 | 2,62 | 2,578 | 2.668
85 | PI312939 O. inermis 2,63 | 2,66 | 2,57 | 2,62 | 2,583 | 2.657
17| PI315085 O. iberica 2,61 | 2,64 | 2,61 | 2,62 | 2,606 | 2,634
47 | P1297923 0. grandis 2,52 | 2,70 | 2,62 | 2,61 | 2,540 | 2,687
30 | PI280259 Subos:pfoar‘rfger;?ea 2,59 | 2,62 | 2,61 | 2,61 | 2,594 | 2,619
63 | PI314468 O. cyri 2,60 | 2,60 | 2,64 | 2,61 | 2,594 | 2,632
83 PI 312937 O. inermis 2,58 | 2,70 | 2,51 | 2,60 | 2,518 | 2,675
23 PI 312909 O. altissima | 264 | 2,63 | 2,53 | 2,60 | 2,550 | 2,650
42 PI 325448 O.altissima | 259 | 2,54 | 2,62 | 2,58 | 2,550 | 2,616
70 | PI440572 O. inermis 2,51 | 2,59 | 2,55 | 2,55 | 2,517 | 2,583
13 | W617878 O. cyri 2,63 | 247 | 2,55 | 2,55 | 2,485 | 2,615
51 PI312464 | O.kamularie | 256 | 253 | 2,5 | 2,53 | 2,505 | 2,555
54 | Pr312945 | O.oxyodonta | 259 | 245 | 2,55 | 2,53 | 2,471 | 2,589
90 | P1225729 | Onobrychisspp | 247 | 2,50 | 2,52 | 2,50 | 2,476 | 2,517
97 | P1225730 | Onobrychisspp | 255 | 2,53 | 242 | 2,50 | 2,443 | 2,557
55 | W621877 O. pallasii 1,57 | 1,57 | 1,55 | 1,56 | 1,554 | 1,573
60 | P1440574 | O.vassilczenkoi | 139 | 137 | 134 | 1,37 | 1,346 | 1,387
50 PI314469 | ©O.kachetica | 136 | 1,34 | 1,32 | 1,34 | 1,324 | 1356
26 | P1300580 | O-vassilczenkoi | 133 | 135 | 1,30 | 1,33 | 1,306 | 1,347
52 | pr3oi107 | ©.megataphros | 126 | 124 | 121 | 124 | 1216 | 1257
94 PI 567875 | Onobrychisspp | 125 | 123 | 124 | 124 | 1232 | 1,248
43 preazia7 | O-albasubsp. |y 151y 19 | 121 | 109 | 1170 | 1204
laconica
57 | PI312947 O. petraea 1,00 | 1,10 | 1,20 | 1,10 | 1,018 | 1,182
78 | P1464819 | Onobrychisspp | 105 | 1,04 | 099 | 1,03 | 1,000 | 1,053
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4.2. Aksesyonlarin Cekirdek DNA Icerikleri ile Kromozom Sayillarimin Mliskilendirilmesi

ve Ploidy Diizeylerinin Belirlenmesi

Uzerinde ¢alismis oldugumuz korunga tiirlerinin ortalama 2C cekirdek DNA icerikleri
ile ploidy diizeyleri yapilmis olan bir ¢alismadan yararlanilarak iliskilendirilmistir (Yiicel,
2019). Kiiltiirii yapilan korunga (Onobrychis Mill, baklagiller) taksonlart ve bazi yabani
akrabalarinin molekiiler sitogenetik yontemler ile karakterizasyonu baslikli bu ¢alisma bir
doktora tezi olup, aym tiirler kullanilarak laboratuarimizda yiiriitilmiistiir. Yapilan bu
caligmada yaklagik 35 farkli korunga tiirliniin mitoz kromozomlar1 sayilmis ve tiirlerin
genomlart farkli molekiiler sitogenetik yontemler ile karakterize edilmistir. Yiicel (2019)
tarafindan  yapilan c¢aligmadan yararlanilarak  ¢alismamizda kullanilan  korunga
aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidy diizeyleri iliskilendirildiginde ortalama 2C
cekirdek DNA igerigi 1,03 pg ile 1,56 pg arasinda olan (1. ana grup igerisinde yer alan)
aksesyonlarin diploid (2n=14 ve 16), 2,56 pg ve daha yliksek ortalama 2C ¢ekirdek DNA
icerigine sahip olan aksesyonlarin (2. ana grup igerisinde yer alan) ise tetraploid (2n=28)
oldugu belirlenmistir. Tetraploid (O. cyri) ve diploid (O. megataphros) korunga tiirlerine ait

mitoz kromozomlarmin goriiniisleri Sekil 4.1 ve Sekil.4.2” de sunulmustur (Yiicel, 2019).

Sekil 4.1. 0. cyri mitotik Sekil 4.2. O. megataphros mitotik
kromozomlarinin goriiniisti, 2n=4x=28. kromozomlarinin gorinist,
(Olgek 5 pm) 2n=2x=14. (Olgek 5 pm)
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4.3. PCR Uriinlerinin Baz Biiyiikliiklerinin, Jel ve Kapiler Elektroforez Yéntemleriyle

Belirlenmesi

PCR sonucunda elde edilen PCR f{iriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek bantlarin istenilen
bolgede olup olmadigr ve spesifik baglanmalarin olup olmadigi kontrol edilmistir. Daha

sonrasinda bantlar UV 1s1k altinda incelenmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).

60 69 70 78 81 82 83 84 B85 86 9 93 94 97 1 13 17 23 44 47 50 52 54 63

OVK036-FAM

Rl i ad A L T LA L DL TTTE

6-1 8-1 10-1 11-1 12-1 26-1 30-1 42-1 43-1 48-1 55-1 57-1 50-1
OVK094-VIC

Sekil 4.3. OVK036, OVK094 lokuslarina ait PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jel goriintiileri
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52 57 63 81 82 83 84 85 8 90
OVKI125-NED
-
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83 84 85 8 90

OVMO033-FAM

1 8 11 12 23 26 43 44 52 57 63 81 82 83 84 85 86 90

OVK161-FAM

:!!93.0":022""..

Sekil 4.4. OVK125, OVMO033, OVK161 lokuslarina ait PCR f{iriinlerinin %1,5’luk agaroz jel
goriintiileri
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60 69 70 78 81 82 83 84 85 86 9% 93 954 97 1 13 17 23 44 47 50 52 54 63

OVKO046-VIC

-
-~

OVMO061-NED

60 69 70 78 81 82 83 84 85 86 90 93 94 07 1 13 17 23 44 47 50 52 54 63

OVK174-PET

Sekil 4.5. OVK046, OVMO061 ve OVK 174 lokusuna ait PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jel

goriintiileri

PCR iiriinlerinin elde edilmesinden sonra hizmet alim1 yapilarak kapiller elektroforez
ile DNA parca biiyiikliikleri belirlenmistir. Molekiiler genetik laboratuvarinda bulunan
GeneMapper Software 5.0 yazilimi kullanilarak aksesyonlarin DNA parca analizleri
degerlendirilerek SSR lokuslarina ait allellerin baz ¢ifti olarak biiyiikliikleri bulunmustur.
Primerlere ait allellerin biiylkliiklerini gosteren Ornekler asagidaki sekillerde verilmistir
(Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil
4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21).
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Sekil 4.6. 23-3 ve 23-4 bireylerinin OVK-094 lokusunda sahip oldugu allellerin

elektroferogram goruntisi

" Sample: Plot T

OVK-09%4

Pl Setting: Mcrceateite Defait <@ | e o EEERER B0 @2 el
@4+ | v@e |Mu+@| &

Sancie f Savgle Mame

el
BANU_BILGEN_11-4A_2013.05 24062140008 fs1 BANU_BAGEN_11-44_ = El

m ™ 3. ™~ B m - o 10

i‘”’ Ornek: 11-4

e 263
| 267

DANU_BILGEN_13:24 301505 24063140001 fa: BANU_BROEN 1324 Mone "]

m m . ™ » am ™ 0 =0

= Ornek: 12-2

v 257

- 242 25

Sekil 4.7. 11-4 vel2-2 bireylerinin OVK-094 lokusunda sahip oldugu allellerin

elektroferogram goriintusi
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lokusunda sahip oldugu allellerin
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elektroferogram goriintusi
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Sekil 4.10. 44-3 ve 90-2 bireylerinin OVM-033 lokusunda
elektroferogram goruntisi

sahip oldugu allellerin

[ Camples ot
File €6t View Tools Alleies Help

Pt Settng: Mcrosateline Defat < B | ranes2 o[ AmEEEn | 300 @4y | e
4+ | v @e | 4E| &

Sancle fie Savple Nare Panel o8 5a

T e

OVM-033

AN_BILGEN_43 2A_2015 06 24,06 1140802 1] BANU_BRGEN 432 | Warw ]

- - = m e = - e

e

Ornek: 43-2

BANU_BILOEN_§334_2015.05-24.00-21 40008 f. BANU_BROEN_4334_ o [}

™ » " ™ e m - »

e

fl A
\
Y. VALY,

Ornek: 43-3

Sekil 4.11. 43-2 ve 43-3 bireylerinin OVM-033 lokusunda

elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.12. 82-2 ve 86-2 bireylerinin OVK-174 lokusunda sahip oldugu allellerin

elektroferogram goruntisi
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Sekil 4.13. 85-1 ve 97-1 bireylerinin OVK-174 lokusunda sahip oldugu allellerin

elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.14. 11-3 ve 54-3 bireylerinin OVK-036 lokusunda sahip oldugu allellerin

elektroferogram goruntisi
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OVK-036 lokusunda
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Sekil 4.16. 63-1 ve 69-1 bireylerinin OVK-161 lokusunda sahip oldugu allellerin

elektroferogram goruntisi
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Sekil 4.17. 17-1 ve 17-2 bireylerinin OVK-161 lokusunda sahip oldugu allellerin

elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.18. 90-1 ve 93-1 bireylerinin OVK-046 lokusunda sahip

elektroferogram goruntisi

oldugu allellerin
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Sekil 4.19. 70-1 ve 84-1 bireylerinin OVK-046 lokusunda sahip

elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.20. 12-2 ve 43-3 bireylerinin OVM-061 lokusunda sahip oldugu allellerin
elektroferogram goruntisi
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Sekil 4.21. 17-2 ve 30-1 bireylerinin OVM-061 lokusunda sahip oldugu allellerin
elektroferogram goriintusi
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4.4. SSR Lokuslarma Ait Bulgular

Calismamizin bu kisminda 18 tiire ait toplam 100 genotip kullanilmis ve 8 SSR
primeri kullanilarak yapilan analizlerde toplam 93 allel saptanmistir (Cizelge 4.3).
Kullanilmis olan SSR lokuslarindan en yiiksek sayida allel (21) OVK94 primerinde
belirlenmistir. OVKI161 primerinde 15 allel, OVKO046 primerinde 13 allel, OVMO061
primerinde 10 allel, OVMO033 primerinde 10 allel, OVKI25 primerinde 9 allel, OVKO036
primerinde 9 allel belirlenirken en diisiik sayida allel OVK174 primerinde (6) gozlenmistir.
Calismada kullanilmis olan tiim SSR primerleri goz 6niine alindiginda baz ¢ifti (bg) uzunlugu

142 ile 340 bg arasinda oldugu goriilmektedir.

OVKO094 primeri i¢in hesaplanmis olan allel frekanslarina bakildiginda en yiiksek
frekansa sahip allel 238 bg¢’lik alleldir (f = 0,60). 244 bg’lik allel frekansi1 0,42 olarak
belirlenirken 257 bg¢’lik allelin frekansi 0,32 olarak belirlenmistir. OVK094 primerinin

allellerinden 14’iiniin frekansi 0,1 den kiiciik olarak bulunmustur.

OVK125 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslar1 g6z oniine alindiginda 201 bg ve 206
be’lik alleller yiiksek frekansa sahip olan alleller olarak belirlenmistir (f > 0,5). 194 bg, 204 bg
ve 221 bg’lik allellerin frekanslar1 0,05’den kiigiik olarak belirlenmis ve alleller arasinda en

diistik frekansa sahip olduklar goriilmiistiir.

OVMO33 primeri i¢in allel frekanslart hesaplandiginda en yiiksek frekansa sahip olan
allel, 315 b¢’lik allel olarak belirlenmistir (f=0,51). 318 bg ve 321 b¢’lik allellerin frekanslari
sirastyla 0,45 ve 0,48 olarak bulunurken, 2 allelin frekanslar1 ise (306 bg, 340 bg) 0,01 olarak

bulunmustur.

OVK174 primeri i¢in hesaplanmig olan allel frekanslarina bakildiginda ise 6 adet allel
belirlenmis olup en yiiksek frekansa sahip allelin 247 bg’lik allel oldugu gozlenmistir (f =
0,93). Belirlenen diger bir allel olan 250 bg’lik allelin frekansi ise 0,64 olarak hesaplanmustir.

OVKO036 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslar1 incelendiginde 150 bg¢’lik allelin
frekansinin 0,87 oldugu, 160 bg¢’lik allelin ise frekansinin 0,67 oldugu goézlenmistir.

Belirlenen diger 7 allelin frekanslariin diisiik oldugu belirlenmistir (f < 0,5).

OVK161 primeri i¢in hesaplanmis olan allel frekanslarina bakildiginda ise en yiiksek
frekansa sahip olan allel 254 bg’lik allel olarak belirlenmistir (f = 0,65). Daha sonrasinda
frekans1 0,30 olarak bulunan 218 bg’lik allel, ikinci en yiiksek frekansa sahip olan allel olarak
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bulunmustur. Ayrica OVK161 primerinin allellerinden 6’sinin frekansinin diigiik olup 0,01

oldugu gozlenmistir.

OVKO046 i¢in hesaplanmis olan allel frekanslarina bakildiginda 162 bg’lik allelin
frekans1 0,55 olarak belirlenirken, 166 b¢’lik allelin frekansi 0,52 olarak belirlenmistir. 168
b¢’lik allelin frekans: 0,39 olarak belirlenirken, 164 b¢’lik allelin frekansi 0,37 olarak

belirlenmistir.

OVMO61 i¢in hesaplanan allel frekanslar1 incelendiginde ise en yiliksek 3 allel
frekansinin 0,93, 0,59 ve 0,17 oldugu gorilmiistiir. Bu frekanslar sirasiyla 160 bg, 154 bg ve
167 bg’lik allellere aittir. En diisiik frekansa sahip olan allel ise 195 bg¢’lik allel olarak
belirlenmistir (f= 0. 01).

Calismada kullanilmig olan SSR primerlerinin genetik ¢esitlilik parametreleri Cizelge
4.4’ te verilmistir. Cizelge 4.4.” e gore hesaplanmis olan ortalama PIC degerlerinin 0,124 ile

0,244 arasinda degistigi goriilmektedir. Ortalama PIC degeri ise 0,188 olarak bulunmustur.

Tez ¢alismasinda kullanilan korunga aksesyonlara ait 100 genotipin ortalama Shannon
sabiti (I) 0,301 olarak bulunmustur. Shannon sabiti (I) en yiiksek OVKO046 primerinde 0,380
olarak belirlenirken, en diisik OVKI174 primerinde 0,212 olarak belirlenmistir. Nei
(1987)’nin tarafsiz genetik gesitlilik degeri (uh) en diisiik OVK174 primerinde 0,125 olarak
gozlenirken, en yiiksek OVKO046 primerinde 0,246 olarak gozlenmistir. Ortalama tarafsiz
genetik c¢esitlilik degeri ise 0,187 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Calismada kullanilan 8 SSR lokusuna ait allellerin frekanslar

Allel Alleller Allel
SSR Lokusu | Alleller (bg) Frekanslar1 (f) SSR Lokusu (be) Frekanslar1 (f)
229 0,020 148 0,020
234 0,070 150 0,870
238 0,600 154 0,140
240 0,020 158 0,010
242 0,140 OVKO036 160 0,670
244 0,420 162 0,050
247 0,010 164 0,350
249 0,210 168 0,360
253 0,280 171 0,070
255 0,030 215 0,010
OVKO094 257 0,320 218 0,300
260 0,080 222 0,230
263 0,100 225 0,020
267 0,020 242 0,010
269 0,010 246 0,010
271 0,020 250 0,010
273 0,060 OVK161 252 0,030
278 0,030 254 0,650
283 0,010 258 0,150
285 0,050 262 0,070
288 0,010 266 0,020
194 0,040 270 0,050
196 0,150 272 0,010
201 0,770 282 0,010
OVK125 204 0,020 150 0,060
206 0,640 154 0,020
208 0,090 158 0,190
212 0,460 160 0,050
216 0,070 162 0,550
221 0,030 164 0,370
306 0,010 OVKO046 166 0,520
309 0,080 168 0,390
312 0,470 170 0,110
OVMO033 315 0,510 172 0,180
318 0,450 174 0,070
321 0,480 178 0,010
324 0,070 184 0,020
327 0,030 142 0,040
330 0,020 147 0,030
340 0,010 151 0,060
247 0,930 154 0,590
250 0,640 160 0,930
OVK174 252 0,050 OVMo61 162 0,070
255 0,010 167 0,170
259 0,010 170 0,040
265 0,010 174 0,030
195 0,010
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Cizelge 4.4. Calismada kullanilan 8 SSR lokusuna ait genetik parametreler

SSR Lokuslar1 | Na* A?iﬂtgl Min. Maks. PIC* I* uh*
(bc) AF AF
OVKO036 9 148-171 0,02 0,87 0,234 0,370 0,237
OVKO094 21 229-288 0,01 0,60 0,162 0,270 0,163
OVK125 9 194-221 0,02 0,77 0,226 0,362 0,228
OVMO033 10 306-340 0,01 0,51 0,241 0,364 0,243
OVK161 15 215-282 0,01 0,65 0,131 0,223 0,132
OVKO046 13 150-184 0,01 0,55 0,244 0,380 0,246
OVMO061 10 142-195 0,01 0,93 0,143 0,253 0,144
OVK174 6 247-265 0,01 0,93 0,124 0,212 0,125
Ortalama 11,625 - - 0,188 0,301 0,187

*Na =Gozlenen allel sayisi, Min.= Minimum, Maks.= Maksimum, PIC = Polimorfik bilgi i¢erigi, I = Shannon
sabiti, uh = Nei (1987)’nin tarafsiz genetik ¢esitlilik degeri.

Tez calismasinda kullanilmis olan korunga aksesyonlara ait 100 bireyin tarafsiz
genetik cesitlilik degerleri (uh) kullanilmis, UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Average) yontemi ile dendrogram olusturulmustur (Sekil 4.22). Olusturulan
dendrograma bakildiginda, iizerinde calisilmis olan 38 aksesyona ait 94 birey ve 6 O.
viciifolia aksesyonu (toplam 100 birey) 2 ana gruba ayrilmistir. 1.grup 98 bireyden olusurken,
2.grup 2 bireyden olugmaktadir. 1.grupta 98 bireyde, 31 adet O. inermis, 9 adet O. petraea, 8
adet Onobrychis spp., 7 adet O. cyri, 6 adet O. viciifolia, 5 adet O. altissima, 4 adet O.
biebersteinii, 4 adet O. iberica, 4 adet O. vassilczenkoi, 4 adet O. arenaria subsp. arenaria, 3
adet O. grandis, 3 adet O. megataphros, 3 adet O.alba subsp. laconica, 2 adet O. oxyodonta, 2
adet O. kachetica, 1 adet O. kamularie, 1 adet O. pallasii, 1 adet O. conferta subsp. argentea
bireyi belirlenmistir. 2. grupta, 2 ayr1 simf olusturan O. petraea ile O. oxyodonta
aksesyonlarina ait bireyler belirlenmistir ve genetik olarak diger bireylerden uzak oldugu
goriilmektedir. 1. grup detayl olarak incelendiginde 5 alt gruba ayrildigi goriilmektedir. Bu
grupta yer alan 95, 82-1, 47-3ve 11-3 numarali genotipler ayr1 birer grup olustururken geri
kalan 94 genotip ayr bir alt grup olusturmaktadir. Bu biiylik grup biri 58 genotipten olusan
digeri ise 36 genotipten olusan iki alt gruba ayrilmaktadir. Bu gruplarda kendi i¢lerinde alt
gruplara ayrilmaktadir. Bir genotip hari¢ ¢calismada kullanilan tiim diploid genotipler (18) 58
genotip iceren bu biiyiikk grup icerisinde ayr1 bir grup olusturmustur. Diploid genotiplerin

olusturdugu bu grup igerisinde tetraploidlerden sadece 2 O. inermis, 1 O. altissima ve 2 tiir
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ad1 belli olmayan genotip yer almaktadir. Bu grup igerisinde yer almayan tek diploid genotip
(O. petrae) ise birkag tetraploid O. biebersteini ve O. inermis genotipi ile birlikte 36

genotipten olusan diger biiyiik grubun igerisinde bir alt grup olusturmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Cekirdek DNA analizleri

Calismamizda, flow sitometri ile 17 korunga tiiriinii temsilen se¢ilmis olan 38
korunga aksesyonuna ait toplam 94 korunga genotipinin ¢ekirdek DNA analizleri basar ile
tamamlanmistir. Yiiksek oranda tanen igerdikleri bilinen korunga bitkilerinin ¢ekirdek DNA
analizlerinde, baslangigta bazi zorluklar ile karsilagilmis olmakla birlikte, olduk¢a yiiksek
kalitede sonuglar elde edilmistir. Karsilagilan bu zorluklar kullanilan yontemler iizerinde
degisiklikler yapilarak, daha fazla tekrarlama ve daha fazla 6zen gosterilerek agilmistir.
Aksesyonlarin Cizelge 4.1’ de sunulmus olan standart sapma degerlerinin genelde diisiik
olmasi ¢alismada yapilan ¢ekirdek DNA analizlerinin hassasiyetini gostermektedir. Bununla
birlikte tekrarlamalara ragmen bazi aksesyonlarda standart sapma nispeten yiiksek ¢ikmustir.
Bunun nedeni (1) yabanci dollenen korunga populasyonlarinin (aksesyon) yiiksek diizeyde
heterojen yapiya sahip olmasi ve (2) fenolik bilesik igeriginin genotipler arasinda yiiksek
oranda degisim gostermesi sayilabilir. Tuna vd. (2019) yapmis oldugu calismada agirlikli
olarak O. viciifolia tiiriine ait yaklasik 80 genotipin bazi kalite 6zelliklerini incelemisler ve
yapilan bu calismada genotiplerin tanen igeriklerinin yaklagik 9 misline kadar degisim
gosterebildigi belirlenmistir. Yapilan bir baska calismada aygicegi bitkisinde bulunan bazi
bilesiklerin ¢ekirdek florasan yogunlugunu azalttigi belirtilmistir. Arastiricilar bu  tiir
bilesiklerin 10 angiosperm tiirliniin 4’tinde degisik oranlarda bulundugunu bildirmislerdir

(Price, Hodnet ve Johnston, 2000).

Calismamizda analiz edilen korunga aksesyonlarinin ortalama 2C c¢ekirdek DNA
iceriginin 0,99 pg ile 2,80 pg arasinda degistigi gézlenmistir. Yapilan literatiir taramalarinda,
su ana kadar korunga tiirlerinde ¢ekirdek DNA analiz ile ilgili olarak sadece 2 c¢alisma
bulunmustur. Calismamizda elde edilen sonuglar bu c¢alismalarda elde edilen sonuglar ile
biiylik bir paralellik gostermektedir. Yapilan bu iki g¢alismadan birinde ¢aligmamizda
kullandigimiz ayni standart bitki ve yontem kullanilarak, aynm1 laboratuvarda Sahin (2019)
tarafindan 3 farkli korunga tiirtine (O.viciifolia, O.arenaria ve O.transcaucasica) ait 210
aksesyonun g¢ekirdek DNA igerikleri analiz edilmis ve tiirlerin ortalama 2C ¢ekirdek DNA
igerikleri sirasiyla 2,64 pg, 2,63 pg, 2,65 pg olarak bulunmustur. Yapilan diger calismada ise
Carbonero (2011) DAPI boyasi kullanarak flow sitometri ile sadece Onobrychis viciifolia

tiirline ait bir aksesyonun bireyleri iizerinde ¢ekirdek DNA analizi yapmis ve aksesyonun

ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerigini 2,50 pg olarak belirlemistir.
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Calismamizda elde edilen sonuglar ile daha once yapilmis olan ¢alismalar arasinda
gozlenen kiiciik farkliliklarin baslica nedeni analiz edilen korunga tiir, aksesyon ve
genotiplerin farkli olmasidir. Buna ek olarak Carbonero (2011) caligmasinda florasan boya
olarak DAPI boyas1 kullanmistir. Calismamizda ise florasan boya olarak PI kullanilmstir. PT (
propidium iodide) DNA’y1 olusturan tiim niikleotitlere esit sekilde baglandigindan DNA’y1
homojen bir sekilde boyamaktadir. Bununla birlikte DAPI sadece Adenin ve Timin
niikleotitlerini boyamaktadir. Bu yiizden DAPI ile elde edilmis olan ¢ekirdek DNA analizi
sonuglart tiirtin AT/GC oranina gore normalden bir miktar yliksek ya da diisiik olabilmektedir.
Bu nedenle Dapi ile elde edilen sonuglar gercek degerden yaklasik %15 kadar farklilik

gosterebilmektedir.

5.2. Aksesyonlarin Cekirdek DNA Icerikleri ile Kromozom Sayilarinin Mliskilendirilmesi

ve Ploidy Diizeylerinin Belirlenmesi

Calismamizda kullanilan korunga tiirlerinin flow sitometri ile belirlenmis ¢ekirdek
DNA igerikleri ayni tiirlerin daha 6nce Yiicel (2019) tarafindan belirlenmis olan kromozom
sayilar1 ile iligkilendirildiginde bazi aksesyonlarin ploidy diizeylerinin diploid iken diger
bazilarinin ise tetraploid oldugu belirlenmistir. Bazi tiirlerin ise hem diploid hemde tetraploid
formlarinin bulundugu saptanmustir. Korunga tiirlerinin ploidy diizeyleri ile ilgili olarak
calismamizda elde etmis oldugumuz sonuglar daha O6nce yapilan ¢alismalarda elde edilen
sonugclari teyit etmektedir. Yiicel (2019) hazirlamis oldugu doktora tezinde 35 korunga tiiriiniin
flow sitometri ile ploidi diizeyini belirlemis ve tiirlerin ploidi diizeylerinin diploid ile tetraploid
arasinda degisim gosterirken, bazi tiirlerin her iki ploidy diizeyine sahip formlarinin bulundugunu
saptamustir. Calismada ayn1 zamanda korunga cinsinde iki farkli temel kromozom sayisinin (n=7
ve n=8) bulundugu belirlenmistir. Bununla birlikte bir tiir hari¢ tiim tetraploidlerin 2n=28
kromozoma sahip oldugu saptanmistir. Calismada sadece O. subacaulis tiirtiniin 2n=32
kromozoma sahip oldugu belirlenmistir. Iranda yapilan bir ¢alismada da korunga cinsinin
diploid ve tetraploid tiirleri icerdigi belirlenmistir (Hejazi ve Nasab, 2010). Bununla birlikte
korunga cinsi igerisinde 2n=22, 27, 28 ve 29 kromozomlu bitkilerin varlig1 da literatiirde yer
almaktadir (Abou—EI-Enain, 2002). Bu bitkilerin bazilar1 aneuploid iken, diger bazilarinin ise

kromozomlarinin yanlis sayilmis olabilecegi yiiksek bir ihtimaldir.

Ploidy analizi klasik olarak oldukc¢a yavas ve ¢ok fazla ig giicli gerektiren feulgen veya
asetokarmin ile boyanmis kok ucu dokularindan hazirlanmis preparatlarda mitoz

kromozomlarinin 151k mikroskobu ile sayilmasiyla yapilmaktadir (Karp, 1991). Cok sayida
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bitkinin kromozomlarinin sayilmasi ve ploidy diizeylerinin belirlenmesi gerektigi durumlarda
bu yontem pratik olmamaktadir. Calismamizda incelenen tiirlerin ploidy diizeyleri tiirlerin
calismamizda belirlenen 2C ¢ekirdek DNA igeriklerinin ayni tiirlerin Yiicel (2019) tarafindan
belirlenmis kromozom sayilar1 ile iliskilendirilerek kolayca belirlenmistir. Bu giin flow
sitometri ploidi analizlerinde kullanilan en hizli, kolay ve giivenilir metot olup, su ana kadar
Medicago (Brummer vd., 1999), Brom (Tuna vd., 2001), kasava (Awoleye vd., 1994), tef
(Ayele vd.,1996), Dactylis (Tuna, Khandka, Golan Goldrish, Arumuganathan ve Shresta,
2004), Festuca (Smarda vd., 2008), Phleum (Kula vd., 2006), Koeleria (Pecinka vd., 2006),
Cynodon (Giilsen vd., 2009) ve bazi ¢ok yillik ¢ayir mera bitkileri (Savas Tuna vd., 2016) gibi
bir ¢ok tiirde kullanilmustur.

5.3. SSR Analizleri

Calismanin bu kisminda ¢ekirdek DNA igerigi ve ploidi diizeyi belirlenen 17 korunga
tiiriinii temsilen secilmis 38 farkli aksesyona ait 94 genotipe ek olarak 6 farkli O. viciifolia
aksesyonundan seg¢ilmis 6 genotip daha eklenmistir. Korunga bitkisinin igerdigi fenolik
bilesikler oOzellikle de tanenler nedeniyle c¢alismamizin bu kisminda da zorluklar ile
karsilagilmistir. Karsilasilan bu zorluklar kullanilan yontemler degistirilerek, yontemler
tizerinde degisiklikler yapilarak, daha fazla tekrarlama ve daha fazla 6zen gosterilerek
asilmistir. Fenolik bilesiklerin bu tip sorunlara yol agtiklar1 bilinmektedir. Onobrychis
tirlerinin  filogenetik iligkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢aligmada korunga
yapraklarinin yiiksek oranda tanen ve polifenol icermesinin, DNA ekstraksiyonu sirasinda
problemlere yol actigi, DNA miktar ve kalitesini olumsuz etkiledigi belirtilmistir (Carbonero,

Carbonero, Smith ve Brown, 2012).

Mikrosatellit (SSR) belirtecleri kullanilarak yapmis oldugumuz analizlerde § adet SSR
primeri (OVK036, OVK094, OVK125, OVMO033, OVK161, OVK046, OVM061, OVK174)
kullanmilmistir. ~ Mikrosatellitlerin  6nemli bir 06zelligi yiiksek oranda polimorfizm
gostermeleridir. Mikrosatellitler temel olarak tiim populasyon icerisinde benzer ozellikler
gostermesine ragmen bireyden bireye kii¢iik farkliliklar gostermektedirler (Hearne, Ghosh ve
Todd, 1992). Yapmis oldugumuz calismada da primerlerin hepsi polimorfik olarak belirlenmis
olup, toplamda 93 adet allel tespit edilmistir. Primer basina ortalama allel sayis1 ise 11,625
olarak belirlenmistir. Literatiirde yapilmis olan ¢aligmalara bakildiginda Kempf vd. (2016)
tarafindan Onobrychis cinsi iizerinde yapilan ¢alismada gelistirilen 400 adet SSR primerini

kullanilarak 29 aksesyona ait olan 32 bitki {izerinde calisilmistir. Gergeklestirilen ¢alismada
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101 adet SSR primerinin yiiksek oranda polimorfik oldugu, toplamda 1154 allel oldugu ve
farkli kaynakli bitkilerde farkliliklar gozlendigi belirtilmistir. Lokus basina ortalama allel
sayis1 ise 11,4 olarak hesaplanmistir. Yine farkli bir ¢aligmada Avci vd. (2014) tarafindan
Tirkiye’nin farkli yerlerinden toplanmis olan Onobrychis taksonlarin da genetik cesitliligi
incelemek amaciyla yiiriitiilen ¢alismada M. truncatula ve P. vulgaris tiirleri i¢in gelistirilmis
olan 95 SSR primer ¢ifti test edilmis ve 18 adet SSR primeri basarili bir sekilde amplifiye
edilerek analizlerde kullanilmistir. Kullanilan SSR primerlerinin hepsi polimorfik olarak
belirlenmis olup, 58 adet Onobrychis taksonunda 79 lokus toplam 725 allel tespit edilmistir.
Lokus basina ortalama allel sayisi ise 9,18 olarak hesaplanmistir. Ozkan ve Bilgen (2019)
tarafindan iilkemizin tescilli korunga cesitlerinden olan Ozerbey ve Liitfiibey’in, iki yerel
populasyon olan Kirsehir-1 ve Kirsehir-2’nin ve Pleven populasyonlarinin mikrosatellit
yontemini kullanarak genetik karakterizasyonu gercgeklestirilmistir. Kullanilan 10 SSR
lokusunun tamaminin polimorfik oldugu ve toplam 91 O&rnekte 68 allel belirlendigi
belirtilmistir. Lokus bagina diisen ortalama allel sayis1 ise 6,8 olarak hesaplanmistir. Siitci
(2019) tarafindan yapilan calismada ise 83 Onobrychis hattinin 10 SSR primeri kullanilarak
genetik karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Biitlin primerlerin polimorfik ve 10 SSR
lokusuna ait toplam 92 allel oldugu saptanmistir. Lokus basina ortalama allel sayisi ise 9,2

olarak bildirilmistir.

Yapmis oldugumuz tez ¢aligmasinda Shannon sabiti (I) en yiiksek 0,380 ile OVK046
primerinde belirlenirken, en diisiik 0,212 ile OVK174 primerinde belirlenmistir. Ortalamasi
ise 0,301 olarak bulunmustur. Aver vd. (2014)’nin ¢aligmasinda SSR analizleri sonucunda
Shannon sabiti (I) degerlerinin 0,201 ile 0,536 arasinda degistigi belirtilmistir. Nosrati vd.
(2016), gerceklestirdikleri ISSR analizleri sonucunda Shannon sabiti degerinin 0,185 ile 0,278
arasinda oldugu bildirilmistir. Yine yaptiklar1 baska bir calismada ise RAPD analizleri
sonucunda Shannon sabiti degerinin 0,364 ile 0,462 arasinda degistigi belirtilmistir (Nosrati
vd., 2012). Ozkan ve Bilgen (2019), SSR analizleri sonucunda Shannon sabiti (I) degerinin

PR

0,251 1ile 0,385 arasinda degistigi belirtilmistir. Siitci (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada

Shannon sabiti degeri 0,210 ile 0,540 arasinda degistigi ve ortalamasinin 0,375 oldugu
bildirilmistir.

Yapmis oldugumuz SSR analizleri sonucunda Nei (1987) nin tarafsiz genetik cesitlilik

degerinin (uh) 0,125 ile 0,246 arasinda degistigi gézlenmistir. Ortalamasi ise 0,187 olarak
bulunmustur. Avct vd. (2014), Nei (1987)’ nin tarafsiz genetik cesitlilik degerinin 0,096 ile
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0,352 arasinda degistigini belirtmistir. Nosrati vd. (2016)’ nin yaptigr ISSR analizleri
sonucunda Nei’nin tarafsiz genetik cesitlilik degerinin 0,118 ile 1,179 arasinda degistigi
belirtilmistir. Yine yaptiklar1 farkli bir calismada ise RAPD analizleri sonucunda Nei’nin
tarafsiz genetik cesitlilik degerinin 0,246 ile 0,318 arasinda degistigi belirtilmistir (Nosrati
vd., 2012). Rasouli vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada RAPD analizleri sonucunda 36
populasyonun genetik cesitlilik degerinin (uh) 0,08 ile 0,43 arasinda degistigi ve ortalama uh
degerinin 0,25 oldugu belirtilmistir. Ozkan ve Bilgen (2019)’nin ¢alismasinda Nei (1987) nin
tarafsiz genetik cesitlilik degerinin 0,17 ile 0,269 arasinda degistigi belirtilmistir. Siit¢i
(2019)’niin gerceklestirdigi calismada ise Nei’nin tarafsiz genetik cesitlilik degerinin 0,121 ile

P

0,367 arasinda degistigi, ortalamanin ise 0,243 oldugu bildirilmistir.

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Average) yontemi ile
siniflandirilarak olusturulmus dendrograma bakildiginda ¢alismada kullanilan genotiplerin 2
ana gruba ayrildig1 goriilmektedir. Birinci ana grup 2 genotip (54-2 ve 11-1) hari¢ geri kalan
tim genotipleri kapsamaktadir. Bu iki genotipin ait oldugu aksesyonlarin diger bireyleri ise
birinci ana grup icerisinde dagilmiglardir. Birinci ana grup daha sonra 2 alt gruba ayrilmustir.
Dendrongram dikkatli bir sekilde incelendiginde Sirjaev (1925)’ e gdre Hymenobrychis
(Sisyrosemae alt cinsi) seksiyonu icerisinde yer alan tirlere ait tum genotiplerin (50-1, 50-2,
26-1, 26-2, 26-3, 60-1 ve 55-1) alt gruplarin birinde bir arada kiimelendigi ve Eubrychis
(Onobrychis) seksiyonu igerisinde yer alan diger tiim genotiplerin ise dendrogram igerisinde
her iki alt grup icerisinde dagilis gosterdigi goriilmektedir. Buna ek olarak tiimii diploid olan
Hymenobrychis genotiplerinin ayni alt grup igerisinde Eubrychis seksiyonunun diploid
genotipleri ile bir arada kiimelendigi gorilmektedir. Poliploidlerin ise bir grup olusturmadigi
ve karigik dagilim gosterdigi goriilmektedir. On sekiz diploid genotipin olusturdugu kiime
icerisinde ayni tiire ait genotipler genel olarak bir arada bulunurken, kime igerisinde
tetraploid ploidy seviyesine sahip olan 5 genotipte yer almaktadir. Ancak bu genotiplerden
sadece bir tanesi 81-2 (Pl 312940, O. inermis) kumenin igerisinde yer alirken, diger 4
tetraploid genotip (90-3, 23-2, 97-1, 81-4), iki diploid genotip (94-1, 52-2) ile kiimenin

nispeten dis kenarinda yer almaktadir.

Bu dort genotip O.inermis (P1 312940 (81-4)), O.altissima (P1 312909 (23-2)) tiirleri
ve teshisi yapilmamis Onobrychis (P1 225729 (90-3) ve PI 225730 (97-1)) taxonlarina aittir.
Diploid genotiplerin olusturdugu kiime igerisinde yer almayan 57-2 kodlu (O. petraea, PI
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312947) tek genotip ise bir kag O. inermis ve O. biebersteini genotipi ile birlikte bir alt grup

icerisinde yer almaktadir.

Dendrograma gore poliploid aksesyonlara ait genotipler genellikle bir arada olmayip
dendrogram igerisinde dagilis géstermislerdir. Farkli ploidi diizeyine sahip genotipler arasinda
genetik olarak bir birine en benzer genotipler tetraploid O. inermis tiirtiniin PI 312940 nolu
aksesyonuna ait olan 81-2 kod nolu genotip ile diploid O. kachetica tiiriiniin P1 314469 nolu
aksesyonuna ait olan 50-2 kod nolu genotiptir. ikinci en benzer genotipler ise O. biebersteinii
tiirline ait olan tetraploid aksesyonun (PI 227377) 44-3 numarali genotipi ile O. petraea
tiiriine ait olan diploid aksesyonun (PI 312947) 57-2 numarali genotipidir. Daha sonrasinda bu
tirleri takiben O. altissima tiriine ait tetraploid olan aksesyonun (PI 312909) 23-2 numaral
bireyi ile O. megataphros tiirline ait diploid olan aksesyonun (PI 301107) 52-2 numarali

bireyinin de birbirlerine yakin konumda olduklari dikkati gekmektedir.

Bunun sonucunda diploid olan O. megataphros, O. kachetica ve O. petraea tiirlerinin,
tetraploid olan O. altissima, O. inermis ve O. biebersteinii tiirleri ile genetik olarak nispeten

daha yakin olduklar1 sdylenebilir.

Genetik olarak birbirine en yakin olan genotipler ise 31(26-2) ve 32 (26-3), 61(63-1)
ve 62(63-2), 1(1-1) ve 2(1-2), 57(57-1) ve 59 (57-3) numarali genotiplerdir. 61 ve 62 (O. cyri
— PI 314468), 1 ve 2 (O. arenaria subsp. arenaria — PI 312954), 57 ve 59 (O. petraea — PI
312947) numaral1 genotipler ayni tiiriin ayn1 aksesyonuna ait olan bireylerdir. Genetik olarak
birbirine yakin olan diger genotipler 56(55-1) ve 67(78-1), 60(60-1) ve 31(26-2) ile 21(13-2)
ve 22(13-3) numarali genotiplerdir. 56 ve 67 (O. pallasii-W6 21877 ve Onobrychis spp-Pl
464819) numarali genotipler farkl tiirleri temsil eden aksesyonlara ait olan bireylerdir. 60 ve
31 (O. vassilczenkoi-P1 440574 ve O. vassilczenkoi-PI 300580) numarali genotiplerin ise ayni
tiirii temsil eden farkli aksesyonlara ait bireyler oldugu goriilmektedir. 21 ve 22 (O. cyri-W6
17878) numarali genotipler ise ayni tiirii temsil eden ayni aksesyona ait olan bireylerdir.
Genetik olarak diger genotiplere en uzak olan 2 birey ise 13(11-1) ve 54(54-2) numaral

genotiplerdir.

Korunganin kiiltiir tiirli olan O. viciifolia’ y1 temsilen segilen 6 aksesyona ait 6 farkli
genotip’in dendrogramdaki dagilimina bakildiginda O. viciifolia genotiplerinin (95, 96, 97,
98, 99, 100) dendrogramin 1. ana grubunun altinda olusan iki alt gruba esit olarak ( 3’er adet)
ve birbirinden uzak olacak sekilde dagildigi dikkati cekmektedir. O. viciifolia genotiplerin
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diger tiirlerle olan iligkilerini degerlendirmek amaciyla dendogram incelendiginde 97
numaralt (250024-0. viciifolia) genotipin 44-2 numarali (PI 227377-O. biebersteinii)
genotipe genetik olarak en yakin konumda oldugu gézlenmektedir. Daha sonrasinda yine 99
numarali (192994-0. viciifolia) genotipin 8-3 numarali (PI 312945-O. inermis) genotipe

genetik olarak yakin oldugu goriilmektedir.

O. viciifolia tirlinlin diger tiirlerle olan iliskilerine bakildiginda 100 numarali (639688-
O. viciifolia) genotipe genetik olarak en yakin olan genotipler, 86-2 (PI 312941-0. inermis),
70-1 (PI 440572-0. inermis), 13-1 (W6 17878-0. cyri) ve 11-4 (Pl 312946-0. petraea)
numarali genotipler olurken ayni1 zamanda birbirlerine genetik olarak esit uzakliktadirlar. Yine
ayn1 sekilde 96 numarali genotipe en yakin olan genotipler (236486-1-0. viciifolia), 54-3 (P1
312945-0. oxyodonta) ve 6-3 (Pl 31293-0. inermis) numarali bireyler olmakla beraber

birbirlerine uzakliklarinin ayni oldugu belirlenmistir.

O. viciifolia tiiriine ait olan 98 numarali genotipe en yakin olan bireyler (273784-0.
viciifolia), 30-1 (PI 280259-0. conferta subsp. argentea) ve 12-2 (PI 316295-0. petraea)
numarali genotiplerdir ve birbirlerine genetik olarak uzakliklari esittir. Yine 95 numarali
(205200-2-0. viciifolia) genotip, 82-1 (PI 312936-0. inermis), 47-3 (PI 297923-0. grandis)
ve 11-3 (PI 312946-0. petraea) numarali genotipler ile genetik olarak birbirine yakindir.
Genel olarak bakildiginda kiiltiir tiirii olan O. viciifolia tiirline yakin olan tiirlerin, (O.
biebersteinii, O. inermis, O. cyri, O. petraea, O. oxyodonta, O. conferta subsp. argentea ve O.

grandis oldugu goriilmektedir.

Korunga, kira¢ sarlarda yetistirmeye uygun olmasi, yiiksek yem verim ve kalitesine
sahip olmasi, topragi besin maddelerince zenginlestirmesi ve 1slah etmesi, ve arilar i¢in bal
0zl kaynag olmasiyla {ilkemiz icin son derece 6nemli fakat bu giine kadar yeteri kadar ilgi
gormemis bir yem bitkisidir. Bu nedenle korunga {izerinde yapilan genetik ve 1slah
caligmalarina hiz verilerek tarimsal Ozellikleri iyilestirilmeli ve daha genis alanlarda

yetistirilmesi saglanmalidir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada Onobrychis cinsine ait bazi gen bankasi aksesyonlarmin
flow sitometri yOntemini kullanarak 2C ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidy seviyeleri
belirlenmis ve flow sitometri yonteminin bu analizlerde pratik ve giivenilir bir sekilde

kullanilabilicegi saptanmistir.
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Buna ek olarak ¢alismamizda korunga icin Ozel olarak tasarlanmig SSR belirtegleri
kullanarak cins igerisindeki genetik cesitlilik ve filogenetik iligskiler incelenmistir.
Calismamizda elde edilen sonuclarin korunga iizerinde yapilacak olan calismalara katki

saglamasini diliyoruz.
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