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AMAC

Tiirkiye’de dogal florada bulunan ve genetik varyasyon gdsteren buton
Diskvari) yoncalarin morfolojik o6zelliklerini ve ISSR DNA molekiiler
isaretleyicisi ile molekiiler 6zelliklerini inceleyerek, bu genotipler arasindaki
genetik benzerlik ve uzakliklar1 saptamak, g¢esitlerin genetik tabanini ortaya
koymak, incelenen buton yonca genotipleri i¢in DNA parmak izini tespit

etmek ve genotip kiitiik defteri olugturmak amaciyla siirdiiriilmiistiir.
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Bu arastirma, farkli buton yonca genotiplerinin morfolojik 6zellikleri ve adaptasyonlari ile
DNA isaretleyicileri kullanilarak ISSR yontemiyle molekiiler karakterizasyonunun saptanmasi
amaciyla yiirttilmiistir.

Buton yoncasi; Akdeniz bolgesi orjinli tek yillik serin mevsim bir baklagildir. Tek yillik
yonca tiirlerinin simdiye kadar iilkemizde mera ve yembitkileri alanlari igin bir gesidi ortaya
konulamamustir.

Denemede vejetatif gozlemler bitkilerin % 50 ¢iceklenme doneminde, generatif 6zellikler
fizyolojik donemde alinmistir. Molekiiler farkliliklar 14 adet ISSR primeri kullanilarak saptanmistir.

Gilineydogu Anadolu Boélgesinin 17 farkli ekolojik ve cografik kisimlarmdan toplanan buton
yoncasinin (Medicago orbicularis) genetic yapisi ve cesitliligi; Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Biyoteknoloji Laboratuarinda ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) yontemi ile analiz edilmistir.
Jackard benzerlik katsayist 17 buton yonca genotipinde 0,63 ile 1.00 arasinda degismis olup, ortalama
0.70 olarak bulunmustur. A ve B olmak {iizere iki ana grup olugsmustur. A grubu kendi iginde ilk dnce
ikiye ayrilmistir. Al grubunun grubunda Kulp, Diyarbakir, egil-1, Egil-2, idil ve Ovabag yer
almistir.Ikiye boliiniin A2 grubunun bir grubunda Silvan, Hilvan, Adiyaman, Derik, Malabadi ve

erduragi yer alirken diger grubunda Gaziantep, Cermik, Ergani ve Palanli yer almistir.

Anahtar Kelimeler: Buton yoncasi, Medicago orbicularis, DNA, ISSR, morfolojik 6zellikler
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ABSTRACT

MsC THESIS
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MORPHOLOGICAL TRAITS AND ADAPTATIONS OF BUTTON MEDIC
(Medicago orbicularis) COLLECTED FROM SOUTHEASTERN TURKEY.

Saadet ALINCA

DEPARTMENT OF FIELD CROPS
INSTITUTE OF NATUREL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

Supervisior: Yrd.Dog¢.Dr. Ismail GUL
Year: 2008, Pages:34
Jury: Yrd.Do¢.Dr. Mehmet YILDIRIM
Dog.Dr.Hakan OZKAN

The aim of this study was to investigate morphological traits of button medic genotypes and
determine their molecular characterization by the using of ISSR methods.

Button medic is a cool-season annual legume that originated in the Mediterranean region and
has become naturalized throughout most of Turkey. Annual Medicago spp, have not been
recommended as a pasture and forage varieties for our country.

Vegetative traits will be assessment at % 50 anthesis period; however generative trait was
measured at physiologically period. Molecular diversity was studied by using 14 of ISSR primers.

To assess the genetic diversity and the genetic structure of wild button medic (Medicago
orbicularis) of Southeastern Anatolian Region, some genotypes collected from fifteen ecologically
and geographically different locations was analyzed by means of ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) at Cukurova University, Agricultural Faculty, Biotechnology Laboratory. According to the
Jaccard’s similarity index, similarity between genotypes ranged from a minimum of 0,63 to a
maximum of 1, the average being 0.70. In the dendogram obtained from similarity index data plants of
17 genotypes formed two main groups, as A and B. Group A was divided two (Al and A2) sub-
groups. Kulp, Diyarbakir, Egil-1, Egil-2, idil ve Ovabag fell in to sub-group of Al. At dividing A2
group, one groups was Silvan, Hilvan, Adiyaman, Derik, Malabadi ve Erduragi, in other group
Gaziantep, Cermik, Ergani and Palanl fell in to sub-group A2.

Key Words: Button medic, Medicago orbicularis, DNA, ISSR, morphological traits




1.GIRiS

Tiim diinya uluslarinda oldugu gibi iilkemizde de en Onemli temel hedef,
insanlarimizin yeterli beslenmesi i¢in gereken miktar ve kalitedeki gida tiretilmesidir.
Insanoglunun beslenmesi hayvansal ve bitkisel gidalara dayanmaktadir. Kompleks
bir varlik olan insanin saglikli bir sekilde yagamin siirdiirebilmesi i¢in hem bitkisel
ve hem de hayvansal gida maddelerine gereksinim vardir. Ulkemizde yeterli bitkisel
gida maddeleri liretimi agisindan halen 6nemli bir sorun bulunmamasina karsilik,
insanlarimiz saglikli beslenebilmeleri i¢in gerekli miktarda hayvansal gida maddeleri
tiketememektedir. Ulkemiz insanlarinin  yeterli hayvansal gida maddesi
tilkketememesinin nedeni, iilkemiz hayvanciligmmin karst karsiya bulundugu
sorunlardan kaynaklanmaktadir. Ulkemiz hayvanciliginmn en énemli sorunlarindan
birisini, hayvanlarimizin yeterince beslenememesi olusturmaktadir. Ulkemiz
hayvanciligi, dogal ¢ayir meralara dayal ekstansif bir hayvanciliktir. Ancak dogal
caywr-meralarimiz, uzun yillardan beri amenajman kurallart uygulanmaksizin
otlatilmalar1 veya bi¢ilmeleri sonucu verim potansiyellerini biiyiik 0Olgiide
kaybetmislerdir. Meralarimizin bir ¢ogunda bitki ile kapli alan orami %10-15
civarindadir (Tiikel ve Hatipoglu, 1997). Diger taraftan, hayvancilifin bir diger
onemli kaba yem kaynagi olan yem bitkileri tarimi iilkemizde yeterince
gelismemistir. Ulkemizde halen iizerinde islemeli tarim yapilan alanlarin yalnizca %
3.5’inde yem bitkisi yetistirilmektedir (TUIK, 2006). Buna karsilik, hayvancilig
gelismis iilkelerde bu oran en az % 25°dir.

Ulkemiz hayvanciligmin beslenme sorununun ¢dziilebilmesi igin, dogal cayir-
meralarimizin uygun 1slah yontemleri ile 1slah edilerek yeniden kaliteli ve bol yem
iiretir duruma getirilmeleri yaninda, yem bitkileri tariminin da gelistirilmesi gerekir.
Yem bitkileri tariminin gelistirilebilmesi i¢in, iilkemizin farkli ekolojik bolgelerinde
kaliteli ve yiiksek ot verimi verebilecek yem bitkisi tiir ve ¢esitlerinin saptanmasi ve
bunlarm yeterli miktarda tohumlarmin tiretilmesi gerekmektedir. Meralarda bulunan
ve mera i¢in Onem arz eden tiirlerin 6zelliklerinin saptanmasi ve bunlardan cesit
gelistirilerek mera 1slahinda kullanilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Yiriitiilen

arastirmalarda, degisik ekolojik bdlgelerimizde yetistirilebilecek yem bitkisi tiirleri



saptanmis durumdadir. Ancak, s6z konusu tiirlerin mevcut ekolojik kosullarda en
yiiksek ve en kaliteli verimi verebilecek cesitlerinin gelistirilmesi ve bu c¢esitlerin
yeterli miktarda tohumlarinin iiretilmesi gerekmektedir. Bir ¢ok yem bitkisi tiiriiniin
ana vatani olan iilkemizde, yem bitkileri 1slahina gereken O6nem verilmemistir.
Bugiine kadar iiniversiteler ve kamu arastirma kuruluslar1 tarafindan yiiriitiilen bitki
1islah1 ¢alismalarinda, yem bitkileri 1slah1 konusu ¢ok az yer bulmustur. Bu duruma
neden olarak, her seyden oOnce bu konuda talep olmamasi gosterilebilirse de,
iilkemizdeki yem bitkisi gen kaynaklarmin yeterince degerlendirilmemis olmasi, yem
bitkileri 1slah ¢aligmalarmin diger kiiltiir bitkilerinin 1slahina goére daha zor olmasi,
iilkemizde yakin zamana kadar 1slah¢i haklar1 ile ilgili yasal diizenlemelerin
bulunmamas1 gibi nedenler de {ilkemizde yem bitkileri 1slah1 ¢aligmalarina gereken
onemin verilmemesi ile ilgili nedenler arasinda sayilabilir.

Morfolojik ve biyokimyasal isaretleyicilerinin yerine son yillarda cesitlerin
karakterizasyonunda, DNA isaretleyicileri kullanilmaya baglanmistir. Bitkilerde
genetik iligkileri ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan ilk DNA isaretleyicisi RFLP dir
(Tanksley ve ark., 1989). Ancak bu ydntemin maliyetinin ¢ok yliksek ve yavas
olmasi, PCR'a dayali molekiiler isaretleyicilerin gelismesine neden olmustur.
Bunlardan bazilari, RAPD (Random Amplified Polimorphic DNAs), AFLP
(Amplified Fragment Length Polimorphisms), SSR (Simple Sequense Repeats) ve
ISSR (Intersimple Sequense Repeats)’dir. Bu tekniklerden RAPD (Random
Amplified Polimorphic DNAs), AFLP (Amplified Fragment Length
Polimorphisms), SSR (Simple Sequense Repeats) ve ISSR (Intersimple Sequense
Repeats) DNA isaretleyicileri, kiiltlir bitkilerinde genetik ¢esitliligin saptanmasinda
yogun olarak kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda polimorfizm
bakimindan SSR ve AFLP isaretleyicileri, maliyet bakimindan RAPD ve ISSR
teknikleri, tekrarlanabilirlik bakimindan RFLP, SSR, ISSR ve AFLP
isaretleyicilerinin avantajli olduklar1 belirlenmistir. Bunlarin 6tesinde caligilacak
laboratuvar olanaklar1 goéz Oniinde bulunduruldugunda, RAPD, SSR ve ISSR
yontemlerinin radyoaktif madde kullaniminin olmadig1 ve aragtirma kosullarin smirlt

oldugu laboratuarlarda rahatlikla kullanilabilecek yontemler oldugu bildirilmistir



(Belaj ve ark., 2003; Mignouna ve ark., 2003; Rana ve Bhat, 2004; Kwon ve ark.,
2004).

ISSR DNA isaretleyicisi, son yillarda yogun olarak kiiltiir bitkilerin
karakterizasyonunda kullanilmistir (Zietkiewicz ve ark. 1994; Liu ve Wendel 2001;
Hollingsworth ve ark. 1998; Gyulai ve ark. 2000; Gupta ve ark. 1994, 2000; Godwin
ve ark. 1997; Gillings ve ark. 1997; Gilbert ve ark. 1999; Ge ve ark. 1999; Fang ve
ark. 1997, 1998, Esselman ve ark. 1999; ,de Oliveira ve ark. 1996; Davis, 1999;
Chen ve ark. 1998; Charters ve ark.1996, 2000; Cavan ve ark. 2000; Blair ve ark.
1999; Basik ve ark. 1997; Barcaccia ve ark. 2000; Arcade ve ark. 2000; Albani ve
ark. 1998; Akagi ve ark. 1996; Ajibade ve ark. 2000).

Tiirkiye’de daha tescili bile yapilmamis buton (diskvari) yoncanin bugiine
kadar morfolojik 6zellikleri detayli olarak incelenmemis ve rapor edilmemistir. Ayn1
zamanda buton yoncalarin DNA diizeyinde genetik c¢esitliligin saptanmasi iizerine
ayrintili aragtrmalar yapilmadigindan, cesitler arasi genetik benzerlikler veya
farkliliklar ortaya konulamamistir. Ulkemizde yetistirilebilecek buton yoncalarin
DNA diizeyinde tanimlamasmin yapilmasi, iilkemizde bu konuda ¢aligma yapanlar
icin biiyiik nem tagimaktadir.

Bu caligma; Tiirkiye’de dogal florada bulunan ve genetik varyasyon gdsteren
buton yoncalarin morfolojik 6zelliklerini ve ISSR DNA molekiiler isaretleyicisi ile
molekiiler 6zelliklerini inceleyerek, bu genotipler arasmdaki genetik benzerlik ve
uzakliklar1 saptamak, cesitlerin genetik tabanini ortaya koymak, incelenen buton
yonca genotipleri igin DNA parmak izini tespit etmek ve genotip kiitiikk defteri

olusturmak amaciyla stirdiirtilmiistiir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Morfolojik ve Tarimsal Ozelliklerle Tlgili Cahsmalar

Anonim (2008), diskvari yonca ya da buton yonca iilkemiz meralarinda
bulunan 10-40 cm boyunda, tek yillik, genellikle tiiysiiz otsu bir bitkidir. Korolla
cogunlukla sari, bazen morumsu mavi damarhdir. Taglik alanlar, nadasa birakilmig

tarlalarda ve meralarda bulunur.

2.2. Molekiiler Analizlerle ilgili Cahsmalar

Metais ve ark. (2000), 24 fasulye cesidinde polimorfizm ve genetik iligkileri
saptamak amaciyla RFLP, DAMD-PCR, ISSR ve RAPD markdrlerini
kargilagtrmiglardir ve DAMD-PCR tekniginin ¢ogaltilan lokus sayisinmn azhigi
nedeniyle fasulye cesitleri arasindaki genetik varyasyonun belirlenmesinde yetersiz
kaldigini, test edilen 5 ISSR primerinden yalnizca birinin ¢oklu band profili
olusturdugu ve bunun da farkli fasulye cesitlerini ayirt etmede yetersiz kaldigini,
kullanilan 7 RAPD primerinin test edilen fasulye genotiplerini ayirt etmek igin
yeterli RAPD profili olusturdugunu, ayni cografik bolge orijinli gesitlerin ayn1 grup
icersinde yer aldigin1 saptamiglardir.

Chowdhury ve ark. (2002), 19 nohut ¢esit ve hattinda genetik iligkileri
saptamak amaciyla 22 RAPD ve 22 ISSR markdri kullanmiglar ve 6 genotipi
genotipe 0zel markdrler ile tanimlamislardir. ISSR primerleri RAPD primerlerine
gore daha az markér olusturmustur. Buna karsilik ISSR primerleri RAPD
primerlerine gore daha yiiksek polimorfizm olusturmustur.  Incelenen nohut
cesitlerinde homojenligin yiiksek oldugu, benzer genetik tabana sahip genotiplerin
daha yakin genetik iligskiye sahip oldugu, benzer tohum tipindeki genotiplerin benzer
grup igersinde yer aldig1 saptanmustir.

Potokina ve ark. (2002), Rusya’da Vavilov Enstitiisiinde bulunan ve Sovyetler
Birligi’'nin farkli bolgelerinden toplanmis olan 673 adi fig populasyonu ve
Almanya’daki Bitki genetik Enstitiisiinde bulunan diinya koleksiyonundan segilen
450 adi fig populasyonu ile siirdiirdiikleri arastrmada 111 AFLP primer

kombinasyonundan segilen 6 primer ile 70 farkli polimorfik band elde etmislerdir.



S6z konusu polimorfik bandlarin ortaya ¢ikis frekansi populasyonlara bagl olarak
farklilik gostermistir.

Reddy ve ark. (2002), ISSR (Inter simple sequence repeat) tekniginin, ¢ok
lokuslu markorleri olusturmak amaciyla PCR’da primer olarak mikrosatellit
sekanslarini kullanan bir teknik oldugunu, teknigin basit ve hizli bir metod oldugunu,
ISSR markdrlerinin olduk¢a polimorfik oldugunu ve teknigin genetik cesitlilik,
filogenetik, gen isaretleme, gen haritalamasi ve evolusyon biyolojisi ¢aligmalarinda
kullaniligh bir teknik oldugunu bildirmektedirler.

Galvan ve ark. (2003), Arjantin orijinli 10 ve Fransa orijinli ii¢ fasulye
genotipinde genetik cesitliligi ve genotipler arasi iliskileri saptamak amaciyla 23
ISSR primeri kullanmiglar ve bu primerlerin 9 adedinin polimorfik oldugunu, bu
polimorfik primerlerin 75 adet polimorfik band olusturdugunu, olusan bandlarin
biiylikliigiiniin 300-2400 bp arasinda degistigini, 33 adet polimorfik bandin
tanimlanabilir oldugunu, triniikleotid motif primerleri ile olusturulan ISSR
markorlerinin % 53’linlin polimorfik olmasina karsilik, diniikleotid primerleri ile
olusturulan ISSR markérlerinin % 38’inin polimorfik oldugunu, ISSR markdrlerinin
incelenen genotipleri Peru ve Arjantin gen havuzu orjinli ve Orta Amerika gen
havuzu orijinli olmak iizere iki gruba ayirdigmi, Fransa orijinli genotiplerin Peru ve
Arajantin gen havuzu orijinli grup ile % 72 genetik benzerlik gosterdigini, Fransa
orijinli genotiplerin Arjantin orijinli genotiplere gore daha az genetik varyasyon
gosterdigini saptamiglardir.

Dangi ve ark. (2004), farkli orijinli 17 Trigonella foenum-graecum ve 9 T.
Coerulea populasyonunda ISSR ve RAPD markorlerini kullanarak yaptiklari
caligmada, her iki tiirlin farkli cografik bolgelerden toplanan farkli populasyonlarinin
farkli gruplar1 olusturdugunu, Pakistan ve Afganistan orijinli T.foenum-graccum
populasyonlarm ayni grup iginde yer aldigni, Hindistan ve Nepal orijinlilerin ise
diger bir grupta yer aldigini, Tirkiye orijinli populasyonlarm farkli gruplara
dagildigini saptamislardir.

Aydinoglu ve ark. (2005), Antalya kosullarinda 10 fig hatti ile siirdiirdiikleri
arastirmalarda tohum verimi ve verim komponetlerini incelemigler ve cesitler

arasindaki genetik farklilik ve benzerlikleri ortaya koymak igin minisatellit



markorlerini  kullanmiglardir.  Arastirmada, hatlarin  tohum verimi ve verim
komponentleri agisindan 6nemli farkliliklar gdsterdigi, incelenen hatlarda 1000 tane
agirhigmin 34-80 g, bogumda meyve sayisiin 1-2 adet, bitkide meyve sayisinin 3-73
adet, meyveli bogum sayisinmn 2-10 adet, meyvede tohum sayismm 3-8 adet,
ciceklenme siiresinin 125-159 giin, bitki boyunun 20-104 cm, yaprake¢ik sayisinin 8-
16 adet arasinda degistigi, tohum verimi ile bitkide meyve sayisi, meyveli bogum
sayisi, meyvede tohum sayisi, ¢igeklenme siiresi , bitki boyu ve yaprakeik sayisi
arasinda olumlu ve 6nemli iligki, tohum verimi ile 1000 tane agirlig1 ve bogumda
meyve sayisi arasinda ise olumlu ve onemsiz iliski oldugu saptanmistir. 12 adet
minisatellit primeri kullanilarak yapilan genetik iliski incelemesinde ¢esitlerin tohum
verimleri ve 1000 tane agirliklar: ile genetik yakinlari arasinda onemli bir iliski
oldugu saptanmustir.

Talhinhas ve ark. (2005), 61 yabani lipen (Lupinus angustifolius)
populasyonu ve 27 liipen ¢esit ve hatt1 ile siirdiirdiikleri aragtirmada, incelenen
materyalin morfolojik 0Ozellikler agisindan Onemli bir varyasyon gosterdigini,
molekiiler analizler igin 3 ISSR primeri kullanilarak 25 band elde edildigini,
incelenen 35 populasyon arasindaki benzerlik katsayisinin 0.5185 ile 0.9767 arasinda
degistigini, markdrlerden yararlanilarak yapilan gruplamada modern gesitlerin yabani
populasyon igerisinde bir alt grup olarak ortaya ¢iktigini, bu durumun ise modern
cesitlerin dar bir genetik tabana dayandigini gdsterdigini bildirmislerdir.

Unverdi (2007), Tiirkiye’de tescil ettirilmis 10 fig cesidi arasindaki molekiiler
farkliliklarini belirlemek amaciyla yaptigi ¢alismada, Jaccard benzerlik katsayisi 10
fig cesidinde 0.36 ile 0.62 arasinda degistigini, ortalama 0.52 olarak tespit etmistir.
ISSR analiz sonuglarina gore 10 fig ¢esidi iki ana gruba ayrildigini bildirmektedir.



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Arastirmada buton yonca genotipi olarak, Giineydogu Anadolu bolgesinde dogal

floradan toplanan 17 adet genotip incelenmistir.

Cizelge 3.1. Buton yoncalarin toplandig yer ve 6zellikleri

Toplanan yer Toplanma tarihi | Elevation (m) | Latitude (°N) | Longitude (°E)
Kulp zeyrek 08.07.2006 854 38°28°11.0” | 40°51°39.1”
Silvan baraj goleti 09.07.2006 620 38°08°31.4” | 41°00°29.2”
Gaziantep 06.06.2006 891 37°07°39.8” | 37°23°26.9”
Idil 31.07.2006 773 37°34°00.2” | 41°90°00.0”
Derik 07.07.2006 780 37°22°00.1” | 40°16°00.0”
Cermik-Petekkaya koyii [ 01.08.2006 710 38°13°99.0” | 39°45°99.0”
Diyarbakir fakiilte 6nii 20.07.2006 650 37°54°52.4” | 40°16°21.2”
Malabadi 27.06.2006 613 38°09°13.5” | 41°12°12.6”
Alatosun karacadag 25.07.2006 1252 37°37°00.5” 40°04°00.”
Erdurag: Kurtalan 04.08.2006 630

Egil-1 05.08.2006 900 38°15°24.4” | 40°05°00.2”
Ovabag 05.08.2006 670 37°43°00.8” | 39°59°00.3”
Hilvan 12.08.2006 600 37°35°21.2” | 38°57°13.2”
Egil-2 10.18.2006 900 38°15°24.4” | 40°05°00.2”
Adiyaman Esence koyii | 08.07.2006 850 37°75°24.4” | 38°25°22.4”
Ergani mildag: 18.08.2006 957 38°15°21.5” | 39°41°43.8”
Adiyaman palanli koyi 24.08.2006 750 37°49°55.4” | 38°18°36.2”
3.2. Metot

3.2.1. Deneme Plani
Arastirma; laboratuar kosullarinda viyollere ekilen tohumlarin, daha sonra

plastik torbalara ekilmesi ile olusturulmus 10 bitkiden ibarettir.

3.2.2. incelemelerin Yapilacag Bitkilerin Yetistirilmesi
Deneme, tek bitki deneme deseninde 10 tekrarlamali olarak kurulmustur.
Denemede ekim, viyollere 8 Kasim 2006 tarihinde yapilmis, 20 kasimda plastik

torbalara sasirtilmistir. Arastirmada degerlendirmeler tek bitki tizerinden yapilmastir.



Generatif ve vejetatif 6zelliklerin incelenecegi DNA analizleri i¢in bitki materyalleri
bu torbadaki bitkilerden alinmistir.

Arastirmada, vejetatif Ozellikler % 50 ¢iceklenme doneminde; generatif
ozellikler ise hasat olgunlugu déneminde 10 bitkide yapilmistir.

Molekiiler incelemelerde kullanilacak bitki drnekleri, bitkilerin 4-5 yaprakli
oldugu donemde her yore grubundan tek torbadaki bitkilerin gen¢ yapraklarindan
yaklagik 10 g alnarak elde edilmistir. Denemeden c¢ekilmis bazi resimler

goriilmektedir.

Resim 1. Denemeden bazi resimler







3.2.3. incelenecek Ozellikler

3.2.3.1. Vejetatif Ozellikler

Bitki boyu (cm): Bitkinin dogal durumunu bozmadan, toprak yiizeyi ile
bitkinin en u¢ noktasi arasindaki yiikseklik her parselin 10 farkli noktasinda
Olgiilecek ve bu degerlerin ortalamasi alinarak hesaplanmistir.

Ana dal sayis1 (bitki\adet): Her parselden secilen 10 bitkide bitkinin birinci
derecedeki dallar1 sayilip, ortalamasi alinarak belirlenmistir.

Yas ot agirh@ (gr): Kok bogazindan kesilen bitkilerin toprak {iistii aksamlar1
0,1 g hassasiyetli terazide tartilip ortalamasi alinarak belirlenmistir.

Kuru ot agirhgi (gr): Yas ot agirhiginin belirlenmesi amaciyla hasat edilen
bitkilerin kurutma dolabinda 70 °C’de agirliklar1 sabitleninceye kadar tutularak ve
daha sonra 0,01 grama kadar hassas terazide tartilarak kuru ot agwrliklari

belirlenmistir.

3.2.3.2. Generatif Ozellikler

% 50 ciceklenme siiresi (giin): Her parselde, bitkilerin % 50’sinin 1-4 ¢icek
olusturduklart tarih ile ekim tarihi arasindaki giin sayisi olarak hesaplanmustir.

Meyvede tohum sayisi(bitki/adet): 10 bitkideki tohum sayisinin
sayllmastyla elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.

Meyve genisligi(lmm): 10 bitkide her bitkideki aynt 10 meyvenin orta
yerinden en genis kistm kompasla 0,01’ ’mm’’duyarlikta olgiilerek ortalamalar1 kayit
edilmek suretiyle hesaplanmistir.

Tohum verimi(gr/bitki): Bitkilerinin meyveleri el ile harman edildikten
sonra 0.01 grama hassas terazide tartilarak degerler bulunmus ve bunlarin

hesaplamalar1 yapilarak ortalamalarinin alinmastyla hesaplanmigtir.

3.2.4. DNA Analizi
3.2.4.1. DNA izolasyonu

Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Uygulama ve
Arastirma alaninda yukarda aciklandig sekilde kurulan denemeden her populasyonu

temsilen 4-5 bitkiden alman gen¢ yapraklar bulk olarak hasat edilmistir.
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Laboratuvara getirilen bu gen¢ yapraklardan Doyle ve Doyle (1987)’nin bildirmis
oldugu yonteme gore bulk olarak DNA izolasyonu yapilmistir.

Laboratuvara getirilen ornekler, sivi azot yardimiyla havanda 6giitiildiikten
sonra 2 ml’lik eppendorf tiiplere alinmis ve iizerine 1 ml CTAB DNA izolasyon
¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra tiipler 65°C’de 1.5 saat su banyosunda
bekletilmistir. Tiipler su banyosunda iken her 10 dakikada bir nazikge ¢alkalanmistir.
Su banyosundan ¢ikarilan tiipler, oda sicakliginda sogumaya birakilmis (yaklasik 15-
20 dk) ve daha sonra bu tiiplere 0.5 ml kloroform:isoamil alkol karigimi (24:1)
eklenmis ve yine elde nazikc¢e 15 dk calkalanmistir. Daha sonra tiipler 10 dk siire ile
12 000 rpm’de santriflij yapilmistir. Santrifiij yapilan tiiplerin iist fazlar1 alinarak 1.5
ml’lik yeni eppendorf tiiplere aktarilmistir. Bu tiiplerin iizerine 300 ul isopropanol
eklenmis ve yavasca tek faz haline getirilerek DNA’nin ¢okeltilmesi saglanmstir.
DNA dipte kalacak sekilde tiim sivi dokiilmiis ve DNA 06rnegi iki defa igerisinde
10mM Amonyum Asetat bulunan % 76’lik etil alkol ile yikanmig ve 6rnekler oda
sicakliginda bir gece boyunca tutularak kurumasi saglanmigtir. Kuruyan DNA
orneklerine 50 ul ddH20 eklenerek ¢oziilmesi saglanmis ve ¢oziilen DNA Ornekleri

-20°C’de saklanmustur.

3.2.4.2. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Herhangi bir DNA molekiiler markor teknigi ile calisirken bitki 6rneklerinden
elde edilen DNA’nin kalitesi ve konsantrasyonu bilinmesi ¢ok dnemlidir. Bundan
dolayt DNA konsantrasyonunun ¢ok iyi ayarlanmasi ve kalitesinin iyi olmasi
gerekmektedir. Elde edilmis DNA Orneklerinde ilk dnce DNA kalitesini ve elde
edilen DNA 6rneginin konsantrasyonunu belirlemek i¢in 2 ul DNA 6rnegi 0.5 ml’lik
eppendorf tiipiine konulmus. bunun tizerine 4 ul blue dye ve 14 ul ddH20 eklenmistir.
Karisim vortekste iyice karistirilmig. sonrada kisa santrifiij yapilmistir. Hazirlanan bu
ornekler icersinden almman 10 ul 6rnek, 0.5X TBE soliisyonu igersinde bulunan %
0.8’lik agaroz jele yiliklenmistir. Agaroz jele yiiklenen bu Ornekler 90 voltta 60
dakika kosturulmustur. Kosturmadan sonra ethidium bromiid ile boyanan agaroz jel

UV transilluminatér yardimiyla goriintiilenmistir. Orneklerin  DNA  kalitesini
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belirlemek i¢in agaroz jellere standart olarak lamda DNA (25 ng — 50 ng — 100 ng -
200 ng) kosulmus ve bunlar yardimiyla DNA konsantrasyonlar belirlenmistir. Elde
edilen DNA miktar1 ve konsantrasyonuna ait resim Sekil 3.A’da, PCR analizlerinde
kullanilacak ve 5 ng/ul olarak hazirlanmis DNA konsantrasyonuna ait resim Sekil

3.B’de verilmistir.

Sekil 3. A) Bazi Bitkilerden Elde Edilen DNA Miktari. Konsantrasyonu ve Kalitesi,
B) Bazi Bitkilerde PCR Analizlerinde Kullanilmak Uzere Sng/ul’ye
Ayarlanmig DNA Ornekleri

3.2.4.3. ISSR Analizi

Bu ¢ahismada. British Colombia Universitesinden temin edilen ve primer
isimleri. DNA dizilimleri ve yapisma sicaklik degerleri Cizelge 3.3’de verilen ISSR

primerleri DNA analizinde kullanilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada Kullanilan Primerlerin Ozellikleri

Primer DNA dizilimi Yapisma sicakligi
Adi (3’-5) (‘C)
UBCS810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50
UBCS812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 50
UBCS813 CTCTCT CTCTCT CTCTT 50
UBCS817 CAC ACA CAC ACA CAC AA 50
UBCS825 ACA CAC ACACAC ACACT 50
UBCS826 ACA CAC ACA CAC ACA CC 52
UBCS834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 52
UBC836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 52
UBC840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 52
UBC847 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 52
UBC849 GTG TGT GTG TGT GTG TYA 52
UBCS851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 54
UBCS855 ACA CAC ACA CAC ACA CYT 52
UBC856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 52
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Arastirmada, Zietkiewicz ve ark. (1994)’nin belirttigi ISSR protokolii
kullanilmistir. ISSR analizi asagida agiklanan protokole gore yapilmistir. 25 ul
amplifikasyon reaksiyon ¢ozeltisi; 75 mM Tris-HCI, pH=8.8, 20 mM (NH4),S04, 2
mM MgCl,, 0.1% Tween 20, 100 uM dATP, 100 uM dTTP, 100 uM dGTP, 100 uM
dCTP, 0.2 uM primer, 1.0 tinite Taq DNA polymerase ve 10 ng DNA igermektedir.
Sicaklik ve dongii kosullar1 olarak; 94°C'de 2 dk 6n denatiirasyon isleminden sonra
35 dongii boyunca ornekler denatiirasyon i¢in 94 °C'de 45 sn. primerin DNA'ya
yapismasi i¢in 0-60 °C'de (primere gore degismek tizere) 1 dk. ve uzama safhasi igin
72°C'de 2 dk tutulmustur. Ayrica. 6rnekler son uzama sathasi i¢cin 72°C'de 7 dk
bekletilmiglerdir. Her reaksiyon en az iki defa tekrarlanmis, boylece sonuglarin elde
edilebilirligi test edilmistir. Kullanilan ISSR primerlerinin DNA’ya yapisma sicakligi
olarak Kafkas ve ark. (2006)’rinin bildirmis oldugu degerler kullanilmistir.

3.2.4.4. Elektroforez

Elde edilen PCR irlinleri % 1.8 agaroz jelde 4.5 V/cm olacak sekilde
elektroforezde 3 saat 0.5 X TBE tampon ¢oOzeltisinde kosturulmus, jel 15 dk
Ethidium Bromid c¢ozeltisi ile boyandiktan sonra 15 dk saf suda yikanmig. UV
transilluminatdr yardimi ile resimlerin goriintiilenmesi saglanmis ve elde edilen
resimler jel goriintiileme aleti kullanilarak bilgisayara kayit edilmistir ve skorlama

calismalarinda kullanilmistir.

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma ile ilgili tarla denemesinden elde edilen verilerde standart hatalar
Excel programi kullanilarak hesaplanmigtir.

Jelde goriintiilenen bantlar polimorfik olup olmamasina gore 1 (var) veya 0
(yok) olarak smiflandirilip matris olusturularak genetik benzerlik katsayis1 Jaccard
(1908)’e gore hesaplanmistir. Kiimeleme analizi ve diger analizler NTSYS-pc-2.01

paket programi kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Vejetatif Ozellikler

4.1.1. Bitki Boyu

Bitkinin dogal durumunu bozmadan, toprak yiizeyi ile bitkinin en u¢ noktasi
arasindaki yiikseklik her bitkinin 10 farkli noktasinda Ol¢iilmiis ve bu degerlerin
ortalamasi 71.7 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.1.1 Fakli Buton Yonca Genotiplerinde Saptanan Bitki Boyu Ortalamalar1

(cm)

Yoreler Ortalama Standart sapma
Kulp 77,8 2,0
Silvan 76,1 7,0
Gaziantep 67,4 7.9
idil 82,6 8,1
Derik 77,4 6,5
Cermik 77,2 7,2
Diyarbakir 67,6 7.1
Malabadi 86,3 54
Alatosun 76,6 2,0
Erdurag: 72,8 6,3
Egil-1 86,4 7,0
Ovabag 70,9 6,0
Hilvan 63,7 8,5
Egil-2 60,6 6,4
Adiyaman 68,0 57
Ergani 60,8 5,9
Palanh 46,2 6,4
Ort 71,7

Bitki boyunun 46,2 cm ile 86.4 cm arasinda degistigi saptanmistir. Cesitler
arasinda en yliksek bitki boyunun Egil-1 yoresinden toplanan genotipe ait oldugu
(86.4 cm) olarak elde edilmistir. En diisiik bitki boyu Adiyaman Palanli kdyiinden
toplanan genotipde (46.2 cm) tespit edilmistir.
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4.1.2. Ana dal sayis1 (bitki\adet)

Her parselden secilen 10 bitkide bitkinin birinci derecedeki dallar1 sayilip,
ortalamasi alinarak 3.4 olarak belirlenmistir. Genotipler arasinda genis bir varyasyon
elde edilmistir.

Cizelge 4.1.2 Fakli Buton Yonca Genotiplerinde Saptanan Ana dal sayisi
Ortalamalar1 (adet/bitki)

Yoreler Ortalama Standart sapma
Kulp 5,2 1,7
Silvan 3,3 1,2
Gaziantep 53 1,6
Idil 3.4 1,6
Derik 41 1,4
Cermik 4,4 1,6
Diyarbakir 2,7 0,9
Malabadi 35 1,1
Alatosun 3,6 0,8
Erduragi 2,6 1,7
Egil-1 6,5 2,1
Ovabag 3,0 1,2
Hilvan 1,5 0,5
Egil-2 2,4 0,8
Adiyaman 1,7 0,7
Ergani 1,8 0,8
Palanh 2,6 1,1
Ort 3.4

Ana dal sayisinin 1.5-6.5 adet/bitki arasinda degistigi saptanmistir. Cesitler
arasinda en yiiksek ana dal sayisiin Egil-1 ilcesinden toplanan genotipe ait oldugu
(6.5 adet/bitki) olarak elde edilmistir. En diisiik ana dal sayis1 Sanlwrfa Hilvan
ilcesinden toplanan genotipten (1.5 adet/bitki) elde edildigi tespit edilmistir.
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4.1.3.Yas ot agirhg (gr)

Rasgele segilerek kok bogazindan kesilen bitkilerin toprak {istii aksamlar1 0,1
g hassasiyetli terazide tartilip ortalamasi alinarak 9.56 g olarak belirlenmistir.
Genotipler arasinda genis bir varyasyon bulunmustur.

Cizelge 4.1.3. Fakli Buton Yonca Genotiplerinde Saptanan Bitki basma yas ot
agirhigr Ortalamalar: (gr/bitki)

Yoreler Ortalama Standart sapma
Kulp 14,45 03
Silvan 7,67 0,5
Gaziantep 8,07 0,4
idil 8,85 0,2
Derik 11,27 0,7
Cermik 8,47 0,3
Diyarbakir 6,82 0,3
Malabadi 6,14 0,3
Alatosun 8,37 0,8
Erdurag: 11,15 0,3
Egil-1 14,92 0,7
Ovabag 11,15 0,3
Hilvan 7,71 0,5
Egil-2 10,76 0,3
Adryaman 8,46 1,2
Ergani 9,18 0,3
Palanh 9,14 0,5
Ort 9,56

Yas ot agirhgmnin 6.14 gr ile 14.92 gr arasinda degistigi saptanmistir.
Genotipler arasinda en yiiksek bitki basina yas ot agirhginin Egil-1 ilgcesinden
toplanan genotipe ait oldugu (14.92 gr ) tespit edilmistir. Bunu Diyarbakir ili Kulp
ilcesi Zeyrek koyl (14.45 gr) takip etmistir. En diisiik yas ot agirhiginin ( 6.14 gr )

Malabadi kopriisii yanindan toplanan genotipe ait oldugu tespit edilmistir.
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4.1.4. Kuru ot agirhg (gr)

Yas ot agirhigmin belirlenmesi amaciyla hasat edilen bitkilerin kurutma

dolabinda 70 °C’de agirliklar1 sabitleninceye kadar tutularak ve daha sonra 0,01

grama kadar hassas terazide tartilarak kuru ot agirliklar1 ortalamasi 2.22 gr olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.1.4. Fakli Buton Yonca Genotiplerinde Saptanan Bitki basina Kuru ot

agirhigr Ortalamalari (gr/bitki)

Yoreler Ortalama Standart sapma
Kulp 3,25 0,09
Silvan 1,86 0,11
Gaziantep 2,05 0,10
idil 2,18 0,11
Derik 2,73 0,11
Cermik 1,87 0,11
Diyarbakir 1,26 0,12
Malabadi 1,49 0,21
Alatosun 1,76 0,13
Erduragi 2,34 0,10
Egil-1 3,76 0,12
Ovabag 2,39 0,09
Hilvan 1,85 0,10
Egil-2 2,74 0,11
Adiyaman 1,86 0,10
Ergani 2,22 0,13
Palanli 2,13 0,19
Ort 2,22

Bitki basmna kuru ot agirhginin 1.49 gr ile 3.76 gr arasinda degistigi

saptanmustir. Genotipler arasinda en yiiksek bitki bagma kuru ot agwhigmm Egil-1

ilcesinden toplanan genotipe ait oldugu (3.76 gr ) tespit edilmistir. Bunu Kulp ilgesi

Zeyrek koyii (3.25 gr) ve Egil-2 ilgesi genotipleri takip etmistir. En diisiik yas ot

agirhigmin ( 1.26 gr ) Diyarbakirdan toplanan genotipe ait oldugu tespit edilmistir.
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4.2. Generatif Ozellikler

4.2.1. % 50 ciceklenme siiresi
Her parselde, bitkilerin % 50’sinin ¢icek olusturduklar: tarih ile ekim tarihi

arasindaki giin sayis1 ortalama 150 giin olarak bulunmustur.

Cizelge 4.2.1. Fakli Buton Yonca Genotiplerinde Saptanan % 50 Cigeklenme Giin
Sayis1 Ortalamalari (giin)

Yoreler Ortalama Standart sapma
Kulp 143,8 0,8
Silvan 1437 0,7
Gaziantep 151,1 0,3
fdil 151,9 0,3
Derik 150,8 04
Cermik 150,0 0,5
Diyarbakir 150,0 0,0
Malabadi 149,7 0.7
Alatosun 149,6 0,7
Erduragi 149,5 0,7
Egil-1 149,9 03
Ovabag 150,1 0,3
Hilvan 151,9 0,3
Egil-2 152,2 04
Adiyaman 151,9 0,9
Ergani 152,0 0,5
Palanli 150,9 0,3
Ort 151,7 0,7
Kulp 150,0

Cizelge 4.2.1.de izlendigi gibi %50 c¢iceklenme giin sayisinin 143 giin ile
152 giin arasinda degistigi saptanmistir. Genotipler arasinda en yiiksek %350
ciceklenme giin sayisinin Adiyaman ilgesinden toplanan genotipe ait oldugu ( 151.9
giin ) tespit edilmistir. En diisiik %50 ¢igeklenme giin sayisinin (143.8 ) Diyarbakir

ili Kulp ilgesinden toplanan genotipe ait oldugu tespit edilmistir.
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4.2.2. Tek meyvedeki tohum sayisi (adet/meyve)
Her torbadaki 10 adet meyvelerin bitkiler hasat olgunluguna eristiginde
bitkide tohum iceren normal gelismis meyveler sayilarak ortalama 12.45 olarak

hesaplanmuigtir.

Cizelge 4.2.2. Fakli Buton Yonca Genotiplerinde Saptanan Meyvedeki Tohum Sayisi
Ortalamalar1 (adet/bitki)

Yoreler Ortalama Standart sapma
Kulp 14,49 0,2
Silvan 12,67 0.1
Gaziantep 12,53 0,1
Idil 11,95 0,2
Derik 13,28 0,5
Cermik 15,53 0,3
Diyarbakir 9,28 0,5
Malabadi 9,68 0,2
Alatosun 10,81 0.1
Erdurag: 14,25 0,3
Egil-1 14,34 03
Ovabag 11,46 0,2
Hilvan 15,48 0,6
Egil-2 12,24 0,2
Adiyaman 11,45 0,1
Ergani 10,78 0,2
Palanli 11,51 0,2
Ort 12,45

Cizelge 4.2.2.°de meyvedeki tohum sayismin 9.28 adet ile 15.53 adet
arasinda degistigi saptanmistir. Cesitler arasinda en yliksek meyvedeki tohum
sayisinin Cermik ilgesinden toplanan genotipten elde edildigini, en diisiik deger ise

Diyarbakir fakiilte 6niinden toplanan genotipten elde edilmistir.
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4.2.3. Meyve Cap1 (mm)

Her parselde 10 bitkide her bitkiden rasgele se¢ilen 10 meyvenin ( en az bir
tohum tasiyan ) cap1 kumpasla 0.01 ““mm’’duyarlikta 6l¢iilmiis ve ortalamasi 16.08
mm olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.2.3. Fakli Buton Yonca Genotiplerinde Saptanan Meyve Capi
Ortalamalar1 (mm)

Yoreler Ortalama Standart sapma
Kulp 16,40 1,4
Silvan 15,72 1,5
Gaziantep 15,52 1,3
Idil 16,33 1,4
Derik 16,56 1,0
Cermik 16,04 1,6
Diyarbakir 12,93 1,5
Malabadi 14,11 1.4
Alatosun 13,94 1,3
Erdurag: 16,76 1,1
Egil-1 17,09 1,8
Ovabag 17,29 1,2
Hilvan 17,25 1,0
Egil-2 17,00 1,7
Adiyaman 17,21 1,1
Ergani 17,40 0,9
Palanli 15,89 1,7
Ort 16,08

" Ayni siitun igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gére P<0.05 hata
sinirlart igersinde istatistiksel birbirinden farksizdir.

Meyve ¢ap1 degerinin 12.93 mm ile 17.40 mm arasinda degistigi saptanmaistir.
Genotipler arasmnda en yiiksek meyve capi degerinin Ergani Ilgesinden toplanan
genotipe ait oldugu ( 17.40 mm ) tespit edilmistir. En diisitk meyve ¢apmin (12.93

mm ) ile Diyarbakir Fakiilte Oniinden toplanan genotipe ait oldugu tespit edilmistir.
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4.2.4. Tohum verimi(gr/bitki)

Her torbanmn bitkisinin meyveleri el ile harman edildikten sonra 0.01 grama
hassas terazide tartilarak degerler bulunmus ve bunlarin hesaplamalar1 yapilarak
ortalamalar1 0.80 gr olarak hesaplanmustur.

Cizelge 4.2.4. Fakli Buton Yonca Genotiplerinde Saptanan Tohum Verimi

Ortalamalar1 (gr)

Yoreler Ortalama Standart sapma
Kulp 1,13 0,08
Silvan 0,39 0,07
Gaziantep 0,69 0,05
Idil 0,75 0,06
Derik 1,02 0,14
Cermik 0,62 0,05
Diyarbakir 0,65 0,04
Malabadi 0,55 0,09
Alatosun 0,51 0,08
Erduragi 0,63 0,05
Egil-1 1,15 0,26
Ovabag 0,72 0,04
Hilvan 0,71 0,05
Egil-2 1,14 0,07
Adiyaman 0,81 0,05
Ergani 1,42 1,72
Palanli 0,73 0,05
Ort 0,80

Bitki basma tohum verimi degerinin 0.39 gr ile 1.42 gr arasinda degistigi
saptanmistir. Genotipler arasinda en yiiksek bitki basina tohum verimi Ergani ilgesi
Mildag1 mevkisinden toplanan genotipe ait oldugu (1.42 gr) tespit edilmistir. En
diistik tohum veriminin (0.39 gr) ile Silvan ilgesinden toplanan genotipe ait oldugu

tespit edilmistir.
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4.3. ISSR Analizleri

Farkli ekolojik bolgelerden toplanmis buton yoncasinda genetik cesitliligi
belirlemek i¢in ISSR DNA molekiiler markdrii kullanilmistir. Bu ¢alismada toplam
14 adet ISSR primeri kullanilmis olup, kullanilan primer adi, primerlerin DNA
dizilimi, toplam skorlanan bant sayis1 ve polimorfizm orani1 Cizelge 2’de verilmistir.
14 ISSR primeri kullanilarak 17 buton yonca ekotipinde yapilan PCR analizi
sonucunda, 14 ISSR primerinin bu 17 buyon yoncasmda toplam 82 bant olusturdugu
ve bunun da 54 adedinin polimorfik bulundugu saptanmistir. Primer basma ortalama
bant sayis1 5.85 olup en fazla band sayis1t UBC 10 ISSR primerlerindann 9 adet ile
elde edilirken, en diisiik bant sayis1t UBC 840 ISSR primerlerinden 3 adet ile elde
edilmistir. Primer bagina polimorfik bant sayis1 3.85 olarak bulunmus olup en fazla
5 adet ile UBC 813, UBC 817, UBC 836 ve UBC 856 ISSR primerlerinden, en
diisiik ise UBC 826 ISSR primerlerinden elde edilmistir. Ortalama polimorfizim

orani % 66 olarak bulunmus olup % 33 ile %100 arasinda degigmistir.

Cizelge 4.3.1 Arastrmada Kullanilan ISSR Primer Adi, DNA Dizilimi, Toplam
Skorlanan Bant Sayis1 ve Polimorfik Bant Sayis1 ve Orant

DNA Toplam Polimorfik bant
Primer dizilimi skorlanan sayisi

Adi 3-5) bant sayisi n %
UBCS810 (GA)sT 9 3 33
UBCS812 (GA)A 5 4 80
UBCS813 (CT)sT 6 5 83
UBCS817 (CA)A 8 5 63
UBCS825 (AC)T 7 3 43
UBCS826 (AC)C 6 2 33
UBC834 (AG)YT 6 4 67
UBC836 (AG)sYA 8 5 63
UBC840 (GA)YT 3 3 100
UBC847 (CA)sRC 4 3 100
UBC849 (GT)YA 5 4 80
UBCS851 (GT)YG 4 4 100
UBCS855 (AC)KYT 5 4 80
UBC856 (AC)sYA 6 5 83
Toplam / 82/ 54/ -—--
Ortalama 5.85 3.85 66

22



Sekil 4.3.1. 17 Buton Yoca Ekotipinde ISSR801 Primerlar1 Kullanilarak Elde edilen
PCR sonucu.

Sekil 4.3.2. 17 Buton Yoca Ekotipinde ISSR857 Primerlar1 Kullanilarak Elde edilen
PCR sonucu.

Sekil 4.3.3. 17 Buton Yoca Ekotipinde ISSR865 Primerlar1 Kullanilarak Elde edilen
PCR sonucu.
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ISSR DNA markor verileri kullanilarak  buton yonca ekotipleri arasinda
Jaccard (1908) yontemine gore hesaplanan Jaccard benzerlik katsayr degerleri
Cizelge 5’da verilmistir. Ortalama Jaccard benzerlik katsayist 0,70 olarak
bulunmustur. En yakin genetik yakinlik 0.87 ile 83 ile 79 arasinda, en uzak genetik
yakinlik ise 95 ile 84 arasinda bulunmustur.

ISSR verileri kullanilarak Jaccard genetik benzerlik katsayisina gére NTSY S-
pc2.1 paket programinda UPGMA (Unweighted Pair Group With Arithmetic
Average) metoduna gore cizilen dengrogram Sekil 1’de verilmistir. Sekil 1’de
goriildiigli gibi yapilan analiz sonucunda A ve B olmak iizere iki ana grup
olusmustur. A grubu kendi i¢inde ilk dnce ikiye ayrilmistir. Al grubunun grubunda
Kulp, Diyarbakir, egil-1, Egil-2, idil ve Ovabag yer almistir. Ikiye boliiniin A2
grubunun bir grubunda Silvan, Hilvan, Adiyaman, Derik, Malabadi ve Erdurag: yer
alirken diger grubunda Gaziantep, Cermik, Ergani ve Palanl yer almstir. Ozellikle
ISSR DNA analiz sonuglar1 kullanilarak hesaplanan Jaccard benzerlik katsayisi ve
buna bagli olarakta olusturulan dendrogramda farkli bdlgelerden toplanan veya
diger bir degisle farkli ekolojik bolgelerden toplanmis olan buton yoncalari
toplandiklar1 bolgelere gore bir grup olusturmamislardir. Bu durum o6zellikle farkl
bolgelerden toplanmig olan buton yoncalarmin kendi iginde yiiksek bir genetik
cesitlilige sahip oldugunu gostermektedir. Nitekim Jaccard genetik yakinlik degerleri
incelendiginde de bu durum oldukca agiktir. Her ne kadar ortalama genetik yakinlik
degeri 0.70 olsa da buton yoncasinin farkli ekotipleri arasinda bu yakinlik 0.50-0.60
degerlerine kadar diigmektedir. Buda 6zellikle buton yoncasinin genetik ¢esitliligini
ve amaca gore farkli alanlarda kullanilabilecegini gostermektedir.

Bitki 1slah1 veya Cayr mer’a 1slahinda gen kaynaklarinin etkin olarak
kullanilabilmesi, gen kaynaklarmin nasil tanimlandigi ile direk iliskilidir. Cayr
mer’a 1slahinda farkli yabani bitkilerin tanimlanmasi, bunlarmn diger bitkilerle
rekabet durumunun ortaya ¢ikarilmasi ve bu bitkilerin karakterizasyonu dnemlidir.
Yabani gen kaynaklarinin karakterizasyonuna ilk 6nce morfolojik karakterlerin
incelenmesi ile baslanmis ve bunu biokimyasal analizler takip etmistir. Fakat
morfolojik 6zelliklerin ¢evre sartlarindan etkilenmesi ve hem morfolojik 6zelliklerin

hem de biokimyasal markorlerin genetik ¢esitliligini belirlemede smnirli olmasi
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arastiricilar1 yeni metotlar gelistirmeye yoneltmistir. Bu baglamda arastiricilar, son
30 yil icerisinde yeni teknolojiler gelistirmistir. Ozellikle PCR teknolojisinin
kesfedilmesi ve bu teknolojinin bitki gen kaynaklarinda kullanilabileceginin
anlasilmas1 6nemli bir kilometre tasidir. Bitki gen kaynaklarinin karakterizasyonunda
PCR teknolojisine dayali birgok DNA molekiiler markor teknigi gelistirilmistir.
Bunlardan en fazla bilinen ve bir¢ok arastiric1 tarafindan gen kaynaklarinin
karakterizasyonunda kullanilan DNA markor teknikleri ISSR, RAPD, AFLP,
SRAP’drr. Ozellikle uygulamadaki kolayligi ve tekrar edilebilme &zelliginden
dolayistyla ISSR DNA molekiiler markor teknigi bir ¢ok arastirict tarafindan tercih
edilmektedir (Kafkas ve ark., 2000).

Bu c¢alismada, ISSR molekiiler markor teknigi kullanilarak Giineydogu
Anadolu bolgesinin farkli bdlgelerinden toplanmis buton yoncalarmin genetik
cesitliligi ortaya cikarilmaya ¢alisiimistir. Ozellikle bu calisma sonucunda ISSR
markoriiniin -~ buton yoncasinda genetik c¢esitlilik calismasinda rahatlikla

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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Jaccard Benzerlik Katsay1

Sekil 4.3.4. ISSR Verileri Kullanilarak UPGMA Metoduna Goére NTSY Spc-2.1
Paket Programi Kullanilarak Cizilen Dengrogram.



Cizelge 4.3.2.. ISSR DNA Analizi Sonuglar1 Kullanilarak 17 Buton Yanca Ekotipinde Jaccard (1908)’e Gore Hesaplanan Benzerlik

Katsay1 Degerleri
73 74 77 78 79 81 82 83 84 85 87 88 90 91 92 94
74 0.71
77 0.68 |0.73
78 0.70 | 0.67 |0.68
79 0.78 10.70 ]0.67 |0.65
81 078 1075 10.76 |0.66 |0.77
82 0.82 1062 066 |0.73 [0.72 |0.72
83 075 1076 [0.73 |0.63 |0.87 |0.75 |0.69
84 0.68 069 058 |0.68 |056 |0.68 |0.59 |0.57
85 075 1072 1065 |0.63 078 |0.79 ]0.62 |0.80 |0.69
87 0.81 |06l 065 072 1067 |0.64 |0.79 |0.65 |0.61 |0.65
88 071 1057 1065 |0.63 070 |0.67 |[0.69 [0.76 |0.57 |0.68 |0.73
90 079 1076 065 |0.71 074 |0.78 070 |0.68 |0.65 [0.72 ]0.69 |0.65
91 076 | 061 069 |0.76 067 |0.71 |0.78 [0.68 |0.65 |0.65 |0.82 |0.72 |0.69
92 077 1078 1075 10.69 (076 |0.72 ]0.67 |0.78 ]0.62 [0.73 [0.75 [0.65 |0.81 |0.70
94 065 1069 075 065 |072 |0.80 |0.67 [0.78 |0.59 073 |0.59 073 |0.66 |0.66 |0.71
95 0.77 1065 075 |0.65 072 |0.76 080 |0.73 055 [0.65 [0.70 [0.69 |0.70 |0.70 ]0.71 ]0.80

Ortalama genetik yakinlik=0.70
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