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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

ADI YONCA (Medicago sativa L.) EKOTIP VE CESITLERINDE DNA,
PROTEIN, CEKIRDEK ANALiZI VE KROMOZOM SAYIMIYLA GENETIK
CESITLILiGIN BELIRLENMESI

Biisra YAZICILAR

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi ismail BEZIRGANOGLU

Medicago sativa (yonca) c¢ok yillik, besin degeri yiiksek, ¢evre sartlarina
dayanikli olmasi nedeniyle ekimi en ¢ok tercih edilen baklagiller familyasina ait yem
bitkisidir. Bu ¢alismada, baz1 yonca ekotip ve gesitlerinin DNA, protein, ¢ekirdek ve
kromozom sayimiyla genetik cesitliliginin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada, 5
farkli yonca cesidinin (Medicago sativa cv. Alsancak, Bilensoy, Iside, Plato,
Bilensoy82) ve 3 farkli ekotip (Erzurum, Mus ve Konya) ve arasindaki genetik uzaklik
basit dizi tekrarlar1 (SSR) teknigi ile arastirilmis, elde edilen veriler NTSYS-pc
programi ile analize tabi tutulup genetik akrabalik dendrogrami olusturulmustur.
Erzurum, Mus; Konya, Bilensoy82, Alsancak ve Plato; Iside ve Bilensoy arasinda
akrabalik iliskiside monomorfik olarak bulunmustur. M.truncutula olan model
organizmamiz diger ekotip ve cesitlerde akrabalik iligkisi bulunamamistir. Kromozom
sayilar ise Iside, Bilensoy gesitleri ve Mus ekotipi diploid, Bilensoy82 ¢esidi triploid,
Konya ve Erzurum ekotipinde kromozom sayis1 30, Plato ve Alsancak cesidi tetraploid
olarak tespit edilmistir. Toplam protein miktari ise en yiiksek M.truncatula, Konya ve
Alsancak en diisiik ise Plato, Bilensoy82 ve Mus’da tespit edilmistir.

2018, 52 sayfa

Anahtar Kelime: Yonca, SSR, Flow Sitometri, Genetik Cesitlilik



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY OF YONCA (Medicago
sativa L.) ECOTYPE AND DIVERSITY BY DNA, PROTEIN, NUCLEUS
ANALYSIS AND CHROMOSOME

Biisra YAZICILAR

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU

Medicago sativa (alfalfa) is perennial, high in nutritional value and resistant to
environmental conditions, plant is the most preferred feed crop for the leguminous
family. In this study, it was aimed to determine the genetic diversity of some alfalfa
ecotypes and their varieties by DNA, protein, nucleus and chromosome counts. In the
study, the genetic distance between the populations of 5 different alfalfa species
(Alsancak, Bilensoy, Iside, Plato, Bilensoy82) and 3 different ecotypes (Erzurum, Mus
and Konya) were investigated by simple sequence repeats (SSR) technique. Genetic
diversity dendrogram was created Erzurum, Mus; Konya, Bilensoy82, Alsancak and
Plato; The similarity between Iside and Bilensoy was found monomorphically in
relation. Our model organism, M. truncutula, did not have a similarity relationship with
other ecotypes and cultivars. Chromosome numbers were determined as diploid Mus
ecotype, Iside and Bilensoy cultivars, Bilensoy82 cultivar was triploid, Konya and
Erzurum ecotype were determined as chromosome number 30, Plato and Alsancak
cultivars were tetraploid. The total protein amount was highest in M. truuncutula,
Konya and Alsancak in Plato, Bilensoy82 and Mus.

2018, 52 pages
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1. GIRIS

1.1 Genetik Cesitlilik

Biyolojik ¢esitlilik, bitki ve hayvanlarin genetik materyalleri ve olustugu
ekosistemlerde bulunan varyasyon olarak tanimlanir. Biyolojik gesitlilik {i¢ diizeyde
meydana gelir bunlar i) genetik ¢esitlilik (genlerde ve genotiplerde degisim), ii) tiir
cesitliligi (tiir zenginligi) ve iii) ekosistem ¢esitliligidir (tiir topluluklar1 ve gevreleri).
Son yillarda biyolojik ¢esitliligin insanoglunun yasamsal faaliyetlerinin devamlilig: i¢in
onemi ¢ok iyi bilinmektedir. Biyolojik ¢esitlilik, insanoglunun giyecek, barmmma ve
beslenme ihtiyaglarini karsilamalarina ve diinyanin dort bir yanindaki tilkelerin kiilttirel
cesitliligini korunmasina imkan taniyan sosyal ve ekonomik sistemlerin gelismesini de
saglamaktadir (Rao, 2002). Her iilkenin biyolojik kaynaklari onemli olup iilkeler
arasindaki isbirligi, kiiresel biyolojik cesitliligin etkin bir sekilde korunmasi ve
kullanilmasi i¢in gereklidir. Son yillarda tarimsal biyogesitlilik de dahil olmak tizere gen
kaynaklarinin  korunmasi hakkinda biitiinsel bir goriis benimseme, korumay1
stirdiiriilebilir kullanim ve gelistirme ile iliskilendirmenin 6énemi konusunda farkindalik
olusmustur (Arora, 1997). Biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve siirdiiriilmesi iizerine
calismalar Haziran 1987'de Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP) tarafindan
gecici bir 'Biyolojik Cesitlilik Uzerine Uzman Calisma Grubu' kurulmasiyla baslanmis
olup, bu siire¢, Haziran 1992'de Brezilya Rio de Janeiro'da Birlesmis Milletler Cevre ve
Kalkinma Konferansi'nin (UNCED) organizasyonuna yonlendirilmistir. UNCED'de
tartisma ve politika uygulama temelini olusturan Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi (CBD)
ve Gilindem 21 eylem plan1 gelistirilmistir. Bu gelismeleri izleyen Uluslararas1 Teknik
Konferans (ITC), Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan Temmuz
1996'da Leipzig, Almanya'da biyolojik cesitlilik {izerine yogunlasarak organize

edilmistir.

Ote yandan, bitki gen kaynaklar1 diinya {izerinde var olan essiz bir hazine olup
gecen 30 yilda bu genetik kaynaklari korumada biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir
(Frankel and Bennet, 1970; Frankel Hawkes, 1975; Sing and Williams, 1984; Plucknett
et al. 1987; Watanabe et al. 1998; Ramanatha Rao et al. 1999). Son yillarda, 6zellikle

bitki populasyonlarinin muhafaza edilmesine imkan verecek in situ ve ex situ gesitli

1



koruma yontemleri gelistirilmeye baslanmis, ¢ok sayida bitki tiirii bu yontemlerle

koruma altina alinmistir (Rajasekharan PE and Sahijram Leela 2015 ).

Yine In situ ve ex situ koruma ydntemlerinin birbirini tamamlayici nitelikte
olmas1 segilen yontemin dagilimi, ekolojisi gibi faktdrlere ve alanlarinda kaynaklarin

bulunmasina bagli oldugu bir tanima eslik etmistir.

Son yillarda bitki 1slah¢ilarinin dncelikli konularindan biri yeni bitki g¢esit ve
hatlariin  gelistirilmesi ve ekocografik bolgelere yayiliminin saglanmasidir. Yeni
gelistirilen ¢esitler istenilen agronomik ve stres faktorleri agisindan uniform olma
egilimindedirler ve genellikle istenilen 6zellikteki yeni ¢esit gelistirilmesinde kullanilan
ebeveyn hatlar i¢in giderek daha dar genetik temel olustururlar. Genetik olarak uniform
olan bitki cesitlerinin kiiltiire alinip genis tarim arazilerinde yetistirilmesi tarimsal
liriinlerin genetik agidan hassasiyetini arttirmistir. Bu duruma 1840’11 yillarda irlanda da
yasanan patates kithig &rnek verilebilir; irlanda'daki patates bitkisi, yetistirilen patates
cesitlerinin yaprak dokiintiisii hastaligina arzu edilen seviyede direng gosteremedigi igin
patates lretiminde ciddi diistisler olmustur. Benzer sekilde, 1943'te Bengal bdlgesinde
celtikte kahverengi leke hastaliginin ortaya ¢ikisiyla, halk ciddi bir aglik sorunuyla kars:
karstya kalmistir. Yine, 1970’lerde, ABD’nin giiney eyaletlerinde misir yaprak kiilleme
hastalig1 nedeniyle, misir iiretimi yaklasik % 25 azalmistir (Rao and Hodgkin 2002).
Bununla birlikte, bu vakalarin ¢ogunda, kamu ve 6zel bitki yetistiricileri, bu hastaliga

dayanikli ¢esitleri kisa siirede iireterek bu hastalikla miicadele etmeyi basarmislardir.

Uniform ¢esitlerin artmasi ile bitkilerin hastalik ve pestitislere kars1 dayanikliligi
azalmakta ve bu durum ciddi verim kayiplarina neden olmaktadir. Ornegin,
Okyanusya'daki birka¢ Onemli geleneksel iiriin, dar genetik taban nedeniyle nesli
tilkenme tehlikesi ile kars1 karsiyadir (Lebot, 1992). Ote yandan, bazi énemli bitkilerin
genetik tabaninin yillar iginde artmaya basladigi, buna karsin, ¢cok sayida onemli
bitkinin yetistirme programlarinin mevcut genetik cesitliligin yalnizca kii¢iik bir kismin1
icermeye devam ettigi bildirilmistir (Lebot, 1992). Yeni ¢esitlerin piyasaya siiriilmesi,
potansiyel olarak yararli gen kaynaklarini igeren yerli gesitlerin yerini almaya devam
etmektedir. Bununla birlikte, ekosistemlerde var olan genetik cesitlilik, genetik

hassasiyetlige neden olan sorunlara karsi bir savunma olarak goriilebilir. Ciftgiler, gen



kaynaklarinin korunmasi i¢in bu savunmayi, arzu edilen karaktere sahip bitkileri nesiller

boyu yetistirerek istenilen geni yerel populasyonlarda genetik yapiya yerlestirmislerdir.

Ancak, bu savunma mekanizmalarim siirdiiriilebilir kilmak i¢in modern teknikler
kullanarak yeni ¢esitlere geri melezleme yapmak gerekir (Martin et al. 1991; Chang,
1994; Kannenberg and Falk, 1995). Bilindigi gibi bitki genetik kaynaklarinin etkin bir
sekilde muhafaza edilmesi, saglam bir bilimsel teknik ve temel gerektirir.
Kullanilabilecek koruma yontemleri ve bunlarin nasil aktarilacagi konusunda bir
anlayisa ihtiya¢ vardir. Etkili bir koruma programinin merkezinde, tiirlerdeki mevcut
genetik ¢esitliligin, in vitro ya da ex situ korunmus olan materyalde gogaltilmasi ve
dagitilmasi konusunda agik bir anlayis olmalidir (Allard, 1988, Hamrick and Godt, 1992;
Godt et al.1989; Hamrick et al. 1993).

1.1.1 Genetik cesitliligin kapsami ve dagilimi

Genetik cesitlilik, genellikle farkli tiirlerdeki bireyler veya bir populasyonda
genetik degiskenlik miktar1 olarak diisiiniiliir (Brown, 1983). Genetik ¢esitlilik bireyler
arasindaki genetik farkliliin sonucunda olugmakta olup DNA diziliminde,
biyokimyasal (6rn. protein yapist veya izoenzim Ozellikleri) ve fizyolojik 6zelliklerde
(6rn. abiyotik stres direnci veya biiylime hizi) veya morfolojik karakterlerdeki (cicek
rengi veya bitki formu) farkliliklarla ortaya cikabilir. Genetik cesitlilik nihai olarak
populasyonlar igerisinde bireylerin sahip oldugu bulunan farkli allellerin sayisi, dagilimi
ve performans: iizerindeki etkiler ile ayirt edilebilir. Genetik cesitlilik varyasyon,
mutasyon ve rekombinasyonlardan kaynaklanir. Farkli populasyonlarda bulunan alleller
tizerinde meydana gelen seleksiyon, genetik siiriiklenme ve gen akisi genetik ¢esitlilige

katk1 yapar.

Genetik ¢esitlilik var olan populasyon da yasami siirdiirme adaptasyonun
temelini olusturur ve evrimsel basarinin genetik istikrarini ve ilerletmeyi miimkiin kilar.
Nesli tilkenmekte olma siireci, rekabet, adaptasyon kabiliyeti ve hastalik gibi
faktorlerden kaynaklanan biyotik veya abiyotik streslere, jeolojik, iklim degisikliginden
kaynaklanan izolasyon ve habitat degiskenligine, dogal felaketlere veya insan faktoriine

bagl olabilir. Bu tehditler goz oniine alindiginda, bitki genetik kaynaklarindaki genetik



cesitliligin dogru bir sekilde anlasilmasi, etkin bir sekilde korunmasi ve kullanilmasi
onemlidir. Bir tiiriin genetik ¢esitliliginin farkli yonlerinin kapsami ve dagilimi tiiriin

nerede ve nasil muhafaza edilecegini belirlemek i¢in 6n sarttir.

Bununla birlikte, in situ ya da ex situ olarak yapilan pek ¢ok koruma

calismasinda, korunmakta olan genetik cesitlilik hakkinda ¢ok az bilgi gelistirilmistir.

1.1.1 Ekocografik faktorler

Genetik cesitliligin dagiliminda cografik farkliliklar son derece Onemlidir.
Ozellikle farkli cografyalarda yasayan bitki tiirleri endemik bitkilere gore daha fazla
genetik cesitlilige sahiptir. Populasyonlar, ¢esitliligin tiim yonleri bakimindan farklilik
gosterebilir ve allel sayisindaki varyasyonu, bu allellerin tanimlanmasi ve onlarin
populasyondaki karakterler {izerindeki etkisini gosterir Bitki tiirlerine gore 1slah
yontemleri, farkli cografik bolgelerdeki populasyonlar arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir. Yabanci tozlasan bitkilerde populasyonlar arasinda allel
frekanslarindaki degisiklikler kademeli olarak gozlenirken (Lanner-Herrera et al.1996;
Morden, Doebley et al. 1989), kendine tozlasan tiirler, populasyonlar arasinda,
genellikle farkli populasyonlarda oldukga farkli alleller bulunan gruplar arasinda ¢ok
daha fazla farklilik gosterirler (Tachida and Yoshimaru, 1996)

Aslinda, dagilimdaki cografik varyasyonu ekolojik olarak belirlenmis
varyasyondan ayirmak neredeyse her zaman miimkiin degildir. Farkli cografik bolgeler
baz1 potansiyel olarak 6nemli karakterler (enlem, rakim, sicaklik ve nem mevcudiyeti
gibi) bakimindan farklidir. Bu nedenle ekolojik karakterler ekocografik faktorler gibi

distindiliir.

Genel olarak, dogal kosullar altinda, bitkilerin morfolojik ve fizyolojik
karakterler ve karakterlerin ortaya ¢iktig1 ve bu habitatlar arasinda yakin bir iliski vardir
(Bennett, 1970). Bu iliski o derece yakindir ki, habitatlar, onlar1 dogal olarak kaplayan
bitki populasyonlarinin karakterleriyle isimlendirilebilir. Genellikle, kiigiik habitat
farkliliklarina bile kantitatif ve duyarli olan adaptif genetik varyasyon siklikla daha

hassas davranir. Pek ¢ok calisma populasyon karakterleri ve bu karakterlerin ortaya



ciktig1 cevre arasinda agik bir iliski oldugunu gostermistir (Aston and Bradshaw, 1966;
Nevo, 1978; Nevo, 1979; Nevo, 1990; Nevo et al.1991).

Nevo ve arkadaslarimin calismalar1 bitkinin yabani akrabalarinda genetik
cesitliligin  dagilimi  ve genisligini  belirlemede ekocografik faktorlerin  roliinii
vurgulamistir. Bu evrensel bir durum olmamakla birlikte plastisitinin genis bir sekilde
farklilasan ¢evrelerde nadiren genetik olarak benzer populasyonlarin ortaya ¢ikmasina

miisaade ettigi durumlar da vardir (McNeilly, 1997).

Pratik anlamda, kiiltiir bitkilerindeki ekotipik farkliligi, kalite farkliliklart yani
sira, gelisimin nispi oranlari, biyotik ve abiyotik streslere dayaniklilik, edafik yanitlar,
giibreye tepki, yetistirmeye uyum, sulama ve hasat metotlar1 gibi pekgok karakter etkiler
(Bennett, 1970). Daha da onemlisi, yerel bitki irklarinin gevre ve genetik sistemler
arasindaki uzun siireli etkilesimlerinin sonuglarinin olmasi gercegidir (Rao et al.1999;
Brush, 1995). Bitkilerde, sosyal ve politik farkliliklar1 yansitan cografik faktorler
genetik cesitliligin  dagilimimni belirlemede ekolojik faktorler kadar onemli olabilir
(Baatout et al. 1990). Cogu arastirmada gen bankasi aksesyonlarini kullanma, orijin
ilkesinin genetik ¢esitliligi belirlemede ¢ok 6nemli bir faktor olacagi goriinmektedir

(Allard et al.1972; Kahler and Allard, 1981; Maroof et al.1990).

1.2 Medicago sativa L. (Yonca)

Yonca ilk kiiltlire alinmis yem bitkilerinden biri olup olduk¢a uzun ve zengin bir
tarihe sahiptir. Eski yazili kaynaklar bu bitkinin anavataninin Tiirkiye oldugunu ifade
etmektedir (Putnam et al. 2001). Yonca daha sonra Meksika, Peru ve Sili’ye kadar bir
cok tlkeye yayilmis, Amerika Birlesik Devletlerine ise 19 yiizyilin ilk yarisinda
girmistir. Yonca, mercimek, nohut, fasulye ve bezelye gibi kiiltiir bitkilerini de i¢ine
alan yaklasik 350 cins ve 10.000 kadar tiirii olan baklagiller familyasina dahildir.
Yonca diinya iizerinde genis alanlarda yetistirilen en 6nemli yem bitkisi olup biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine kars1 dayanikli, yiiksek verim kapasitesine sahip oldugundan
stirdiiriilebilir tarim i¢in en 6nemli yem bitkisi olarak diistiniilmektedir. Diinyada farkli
cografik kosullara sahip yliksek dag vadilerinden, sicak ¢ollere kadar genis adaptasyon
kabiliyetine sahiptir (Leach and Clements 1984; Peterson et al.1992; Prosperi et al.



2006). Yonca tarimi yagmur ormanlarinda, az yagis alan bolgelerde bile yogun olarak
yapilmaktadir. Killi kumlu topraklardan ziyade kumlu topraklara daha iyi adapte

olmustur ve pH’s1 6 dan diisiik olan topraklara toleransi1 oldukca azdir.

Cok wyillik baklagil yem bitkisi, yabanci tozlasan Medicago sativa L. (Adi
yonca), ototetraploid olan ve diinyada en ¢ok yetistirilen yem bitkisidir (McKersie and
Brown,1997; Quan et al. 2016). Yonca yiiksek verim, kalite, toprak erozyonunu dnleme
ve azot yoluyla topragin iyilestirilmesinde énemli rol oynadigi i¢in siirdiiriilebilir tarim
sisteminin ana bileseni olarak goriilmektedir (Huggins et al. 2001). Baklagil olarak
yonca, Sinorhizobium meliloti bakteri tiirleri ile baglantili olarak azot fiksasyonu
yoluyla toprak verimliligini arttirir (Putnam et al. 2001). Yonca diger yem bitkileriyle
karsilastirildiginda besin degeri oldukca yiiksektir. Yonca bitkisi vitamin igerigi
bakimindan zengin olup en az 10 farkli vitamin ¢esidi (A vitamini, D vitamini, E
vitamini, K vitamini, C vitamini, B1 vitamini, B2 vitamini, B3 vitamini, B5 vitamini,
B7 vitamini ve B9 vitaminleri) oldugu bilinmektedir. Ozellikle karoten (provitamin A),
tokoferol (E vitamini), K vitamini, pili¢ derileri ve yumurta saris1 rengini iyilestiren
ksantofil (Xanthophyll) maddeleri yoniinden zengindir. Yoncada hayvanlarda et, siit ve
do6l verimini artiran bircok besleyici igerik bulunmaktadir (Soya et al. 2004; Bauchan
and Greene 2002). Ayrica, bal arisi ¢i¢ceklenme sirasinda yonca tarlalarinin sik
ziyaretgisi oldugu i¢in yonca bal iiretiminde de onemli rol oynamaktadir. Yonca
(Medicago sativa) Medicago cinsine ait Falcago seksiyonunun Falcatae alt
seksiyonuna dahil edilmektedir. Medicago cinsinin yarisindan fazlasi tek yillik olup tek
yillik tiirler ise M. constricta, M. praecox, M. polymorpha, M. rigidula ve M. murex
olup temel kromozom sayilari ise x=7 dir. Cok yillik olan Medicago tiiriiniin temel
kromozom sayisi ise x=8 dir. Diploid (2n = 2x = 16)ve tetraploid (4n = 4x = 32) alt

birimlerdir.
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Sekil 1.1.1 Medicago sativa cinsi kompleks tiyeleri arasindaki taksonomik iliski

Ulkemizde yem bitkileri 1slah1 cumhuriyetin ilk yillarinda ele alinmis yoncada
ilk ¢esit 1964’ te Sazova-Kir yoncasi (L-1576) ve Kayseri yoncasi adiyla gelistirilip
tiretim izni almistir. Daha sonra Bilensoy, Elgi ve Siinter ¢esidi uzun siiren klasik 1slah
yontemlerinin kullanilmasiyla gelistirilmistir. Sonraki yillarda bir¢cok yeni yonca ¢esidi
(Plato, Iside, Alsancak ve Bilensoy82 gibi cesitler) piyasaya siiriilmesine ragmen,
tilkemizde 1slah edilen yonca gesitleri sinirli sayidadir (Tosun vd 2003). Klasik 1slah
yontemiyle iistiin verimli, farkli stres sartlarina dayanikli yeni gesit gelistirmek oldukca

uzun siireye ve ¢ok fazla is giiciine ihtiya¢c duymaktadir.

Son yillarda yapilan birgok calismada bitki tiir ve c¢esitlerinin genetik
farkliliklarin1 belirlemede DNA ve protein markor teknikleri bitki 1slahinda sik
kullanilmaktadir. DNA temelli markor teknikleri bitkilerin verim kapasiteleri ve
morfolojik o6zelliklerinden yararlanilarak klasik 1slah yonteminde is giiciiniin
azaltilmasi, 1slah stirelerinin kisaltilmas: ve ¢esit seleksiyonunda genetik haritalarin
cikarilmasinda ve gen kaynaklarinin korunmasinda genotipler arasi genetik benzerligin

belirlenmesinde kullanilmaktadir (Korkut, 2005).

1.3 SSR

Birgok bitki tiirtinde oldugu gibi yoncada da birgok arastiric1 farklit DNA temelli
markoér sistemi  kullanarak ekotip ve c¢esitler arasinda genetik farkliliklar

belirlemislerdir. Bu teknikler arasinda en giivenilir olarak tercih edilen ve mikrostellitler



olarak da adlandirilan SSR markdrii, kromozomlarda yaygin bulunmasi ve ¢ok allelli
(multiallel) olmalarindan dolayr yonca genotipleri veya cesitleri arasindaki genetik
cesitliligin belirlenmesi i¢in en uygun markorlerden biridir (Roder et al. 1998). Genoma
spesifik o6zellik gosteren SSR teknigi 2-6 baz uzunlugunda kisa dizi tekrarlarindan
olugsmaktadir (Litt and Luty 1989). SSR teknigi genotipler arasinda polimofizm orant
yiikksek ve ko-dominant oldugundan genetik kaynaklarin molekiiler teshisinde diger

molekiiler markor tekniklerine nazaran daha fazla avantaja sahiptir (Powell et al. 1996).

1.4 SDS-PAGE

DNA markdrlerine ek olarak bitki tiirleri arasinda genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde kullanilan diger markdorler ise protein markdrlerdir. Bitki tiirlerinin
protein bantlarinin belirlenmesinde kullanilan en yaygin teknik SDS PAGE analiz
yontemidir. Bu teknigi kullanarak bitki tlirleri arasinda toplam protein profilleri
cikarilarak tlirler arasindaki genetik farkliliklar saptanir. Bu ydntemin avantaji az
miktarda bitki materyali kullanilmasi, fonksiyonel gen seviyesinde ¢esitliligi belirlemek
icin bitkilerin basit bir kaliima sahip olmasidir. Bununla birlikte bazi dezavantajlara
sahip olup protein izolasyonu, spesifik bir boyamanin gerekliligi, uzun zaman ve isgiicii
gerektiginden genetik ¢esitliligin belirlemede baz1 sinirlamalar getirir (Govindaraj et al.
2015).

1.5 Kromozom Sayimi

Yiizyillar boyunca, 6zellikle biyologlar ve botanikgiler, taksonomik ¢alismalarin
yani sira nesli tilkenmekte olan bitkilerin kromozom sayilarini belirlemektedirler (Laane
and Hoiland, 1986; Masterson, 1994). Bu veriler, kromozom say1 degisiminin evrimsel
ornegini degerlendirmek ve bitkilerin kromozom sayisini tahmin etmek i¢in yaygin bir

sekilde kullanilmaktadar.

Kromozom sayilari, sitotaksonomi baglaminda 6nemli bir filogenetik karakter
olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir (Chatterjee and Kumar Sharma, 1969;
Schlarbaum and Tsuchiya, 1984; Guerra, 2012).



Kromozom say1 verisinin en etkili kullanimi, tek kromozom sayilarindaki
degisiklikler (6rnegin, diploid) ve tiim genomdaki duplikasyonlar1 ortaya ¢ikarmaktir.
Kromozom sayisini belirlemek sistematik ¢alismalarda ¢ok énemli olup, bitki tiirlerinin
ploidi seviyelerini bilmek filogenetik ve DNA dizisi ¢alismalarinda iistiin 6zellikteki
bitki hatlarinin seg¢ilmesinde kolaylik saglamaktadir. Sitocografik calismalar bitki

tiirlerinin nasil yayilis gosterdigi ve bazi morfolojik ¢aligsmalar i¢in kolaylik saglar.

Onceki arastirmacilar kromozom sayilarmm dagilimini analiz ettiler ve analiz
edilen taksonda ploidi diizeylerini tahmin etmek i¢in ¢esitli teknikleri kullandilar
(Stebbins, 1938; Grant, 1963; Goldblatt, 1980). Bitkilerde kromozom sayisini
belirlemek i¢in sitolojik olarak ise baglamak olduk¢a énemli olup kromozomal yeniden
diizenlemeler, translokasyon ve kromozom kayiplar1 gibi kromozomal anormallikler bu

yontemle tespit edilir.

Flow sitometri teknigini ile ¢ok sayida orneklerle hizli bir sekilde sonug
alinmasina ragmen, yukaridaki bahsedilen parametreler flow sitometri teknigini ile

belirlenemez.

1.6 Flow Sitometri

Flow sitometri, bir¢ok tiirin (bitki ve hayvan) nispi ¢ekirdek DNA igerigi ve
ploidi seviyesini belirlemek i¢in verimli, tekrarlanabilen ve hizli sonug veren bir yontem
olarak kullanilmaktadir. Flow sitometri miksiploid bitki populasyonlarinin ploidi
seviyelerini belirlemek i¢in giiniimiizde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu yontemle
bitki materyallerinin diploid, triploid veya tetraploid olup olmadiklar teyit edilir. Flow
sitometrinin diger kullanim alanlart in vitro rejenerasyondan alinan bitki Ornekleri
somatik hibridizasyon {retimi i¢in protoplast fiizyon deneylerinde ebeveyn
protoplastlarindan  heterokaryonlar1 ve hiicre c¢eperlerinin hemiseliiloz igerigini
belirlemek icinde kullanilmaktadir. Ploidi seviyesi, ¢ekirdek DNA igerigi ve hiicre
siklusu (hiicre dongiilerinin detayli analizi yoluyla) agisindan bitki, doku ve
rejenerantlarin  karakterizasyonu tayin edilmesinde flow sitometri biiyiik katki

saglamaktadir.



Flow sitometrenin ¢aligsma prensibi bir siispansiyonda hareket eden parcaciklari
analiz eden bir floresan mikroskobudur. Ekipmanin dahili programi, sinyalleri verilerek
hiicrelerin sayisina kars1 yaydigi epifloresans yogunlugunu gosteren bir grafik haline
doniistiirtir (Robinson, 2006).

PMTS

Flow Hiicresi

Sensdr 4 Band Gegiren Siizgeg

Sekil 1.2 Flow sitometri tekniginin uygulama prensibi (Ochatt, 2006)

1.6.1 Poliploidlerde genom evrimi

Poliploidi, bitkilerde géze g¢arpan bir siirectir. Poliploidi bitkilerde 6nemli bir
tiirlesme stireci olarak bilinir. Bu tstiinliigli goz oniine alindiginda, bu siire¢ hakkinda
molekiiler evrimsel genetik bakis agisiyla sorrmaya degerdir. Poliploid evrim, bitkilerde
devam eden dinamik bir siire¢ gibi goziktiigl i¢in, poliploidi tizerine yapilan birgok
deneysel ¢alismanin kapali tohumlu bitkilere odaklanmasi sasirtict degildir. Poliploidler
dogal ve sentetik olarak siniflandirilirlar. Dogal poliploid spontan olarak meydana gelen
kromozom katlanmasi olarak bilinir. Buna karsin sentetik poliploid genom melezlemesi
olmaksizin veya uyarilmis genom katlanmasi sonrasinda meydana gelen poliploiddir

(Pignatta et al.2010).
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Sekil 1.3 Polipoitlesmenin baslica yolaklar1 (Rao et al.2002)

Bitkilerde filogenetik ve molekiiler genetik perspektifleri birlestiren disiplinler
aras1 yaklasimlar, poliploidi ile miimkiin kilinan sayisiz genetik etkilesim konusunda
farkindaligimiz1 artirmistir. Poliploidi ile katlanan genler, orijinal ya da benzer
islevlerini koruyabilir, protein islevinde ve diizenlemede cesitlilik gosterebilir;
mutasyonel veya epigenetik yollarla duplike olan genler susturulabilir. Duplike olan
genler ayrica, lokuslar arasi rekombinasyon, gen doniisimii veya evrim yoluyla
etkilesime girebilirler. Poliploid evrimin pek ¢ok yonii hakkinda su ana kadar
Ogrenilecek pek c¢ok sey var: yapisal ve diizenleyici gen gelisiminde transpoze
elementlerin rolii, epigenetik susturmanin siiregleri ve 6nemi, kromozom eslestirmesinin
altinda yatan kontrolleri, hizli genom degisikliklerinin mekanizmalar1 ve islevsel 6nemi

diizenleyici faktorlerin koordinasyonudur.
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Epigenetik
degisimler

Sekil 1.4 Poliploid sonrasi evrim (Rao et al 2002)

Genomun daralmas1 ve genislemesi poliploid arastirmalarinin en Onemli
konulardan biridir. Poliploid bitkiler 3 farkli parametre temeline dayanilarak
smiflandirilir. 1) genomik orjintemeli iizerine Sekil 1.4 otopoliploid ve
allopoliploidlerin olusum yollarinda gosterildigi gibi genom katlanmasini takiben ayni
ebeveyn kromozomun tiim genomun katlanmasi ile olusan otopoliploid ve farkl
ebeveyn genomlarinin melezlenmesi ile olusan allopoliploid olarak iki kisma ayrilir. i)
olusum siireci temeli tizerine polipliod olusum siirecinde kromozom katlanmasi iki ana
mekanizma ile meydana gelir. Birinci mekanizma somatik katlanma digeri ise
indirgenmemis gamet olusumudur. iii). zaman temeli iizerine eski, gen¢ ve yeni
olusmus poliploid olarak siniflandirilir. Eski ve geng terimi bitki genetik cesitliligi
acisindan keskin ayrim saglamayip yalnizca herbir bitki c¢esidinin nisbi olarak
karsilagtirillmasina olanak saglamaktadir. Bitkilerde ploidi seviyesi flow sitometri
teknigi kullanilarak C degerinin 6l¢iilmesi ile belirlenir. Poliploidlerin diploidlerden C

degerinin daha biiyiik olmasi beklenir.

Yine de genom boyutunun degerlendirilmesi, genom daralmasi ve genislemesini

sabitler. Ayrica polipoidi orani tahmin etmek i¢in son zamanlarda en ¢ok tercih edilen
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yontemlerden biri olan flow sitometriyle genom biiytikligii dl¢iilmesidir (Leitch and

Bennett 2004).

Diploid ve poliploid bitkiler arasinda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
acidan hiicreler farklilik gosterir. Poliploid bitkiler diploid bitkilere oranla daha biiyiik
hiicre ve stomalara kalin ve biiyiikk yapraklar1 daha genis ¢icekler ve meyvelere
sahiptirler. Genelde ototetraploid daha biiyiik vejetatif aksam ve tohum fakat daha
diisiik tireme organina sahiptirler. Poliploid genotiplerin siirglinleri daha kisa bogum

araligindan daha kalindir ve daha genis yaprak ayalara sahiptir.

Kromozom sayisi artik¢a tek hiicrenin ¢ekirdek DNA igerigi, enzim aktivitesi ve
hiicre hacmi artar. Ayrica poliploid bitkiler genetik ¢esitlilik kaynagi olup ve bitki 1slah1
icin yeni genotiplerdir. Poliploid genotipler hastalik ve pestisit gibi biyotik, kuraklik ve
soguk gibi abiyotik faktorlere karsi direnclidir. Bu diren¢ mekanizmasi ile daha genis
ekolojik bolgelere daha iyi adapte olurlar. Bunun sebebi ise savunma mekanizmasindan
sorumlu kimyasallarin ve 6zel sekonder metabolitlerin miktarinin artmasina neden olan

genlerin ifadeleri daha fazla kromozom sayisina sahip olan hiicrelerde bulunmasidir.

Sonug olarak poliploid bitkiler daha ekstrem iklim sartlarinda yetismeye daha
kolay uyum saglarlar. Yine de ploidi seviyesinin artmasi her zaman avantaj saglanmaz.
Poliploid bitkiler bir¢ok acidan diploidlere istiindiir. Ancak bazi durumlarda
poliploidlerin biiylime oranlar1 diisiiktiir. Hiicre dongiisiinde sorunlara yol agarak hiicre
biiylimesi yavaslar bu da daha az hiicre sayis1 ve daha kii¢iik organlarin olugsmasina

neden olur.

Tiim canlilarda kromozomlar ¢ekirdek igerisinde oldugundan kromozomal DNA
ile ploidi seviyesi arasinda dogrusal bir iliski s6z konusudur. Kromozomal DNA
miktarinin bitki tiirlerinde 6zgili olmasi nedeniyle ¢ekirdek DNA igerigi, sitotaksonomi

ve evrim ¢aligmalarinda bize yardimei olmaktadir.

Yerel ekotip, cesit ve yabani tiirleri i¢ine alan bitki gen kaynaklari ¢esit 1slahi
icin tiirleraras1 ve tiirici genetik varyasyonun artirilmasi i¢in énemli bir gen havuzu

olustururlar. Modern biyoteknolojinin gelismesi ile 1slah c¢aligmalar1 ve gen
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kaynaklarmin korunmasi i¢in bitki gen kaynaklarinin etkili bir sekilde kullanimini

artirmak gereklidir.

Bu calismanin amac1 3 adet yerel yonca ekotip (Mus, Erzurum, Konya) ve 5
adet tescilli yonca ¢esidi kullanilarak (Bilensoy, Bilensoy82, Alsancak, Iside, Plato)
SSR markoriiyle genetik cesitliligin belirlenmsi ve protein, ¢ekirdek DNA igerigi ve

kromozom sayimiyla ¢esitlerin kimlik teshisi yapilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Oten M ve Albayrak S (2016) Bati Akdeniz sahil kusaginda bulunan, Antalya
ilinden toplanan dstiin yonca genotipleri klonlamayla ¢ogaltmistir. Elde edilen genotip
ve standart cesit arasindaki benzerlikler, SSR teknigi kullanilarak belirlenmistir.
Kullanilan primerler olduk¢a polimorfik bantlar vermistir. Calismada benzerlik
katsayilarindaki degisimler gosterilmistir. En yakin genetik benzerlik Kas2 ve Cesitl
arasinda bulunurken, en uzak genetik benzerlik ise Gazipasal, Kumluca2 genotipleri
arasinda bulunmustur. Elde edilen verilere gére Antalya’dan toplanan yonca genotipleri

arasinda genetik olarak 6nemli varyasyonlar oldugu tespit edilmistir.

Tuna ve arkadaglar1 (2016) Islah programlarinda kullanmak amaciyla Dogu
Anadolu Bolgesinden toplanmis bugdaygil yem bitkisi populasyonlarinin (Festuca sp.,
Koeleria sp. ve Agropyron sp.) cekirdek DNA icerikleri flow sitometri yontemiyle
belirlenmis ve elde edilen veriler populasyonlarin ploidi seviyesinin belirlenmesinde
kullanilmistir. Calismada kullanilan tiim populasyonlar ¢ekirdek DNA analiz

sonuglarma gore taksonomik olarak isimlendirilmistir.

Iva Viehmannova et al. (2016) In-vitro rejenerantlarin dogru tiplerini
degerlendirmek icin ISSR, flow sitometri ve karyotip analizi yapmislardir. Caligmada
rastgele segilen bitkiler ve kontrol bitkileri kullanilmistir. Farkli ISSR primerleri, analiz
edilen numune basina, farkli ve tekrarlanabilir bant liretmistir. Tiim amplike {iriinlerin
monomorfik oldugu ve polimorfizmin goriilmedigi kaydedilmistir. Benzer sekilde, flow
sitometrik analiz, tiim bitkilerdeki ploidi seviyesinin dengeli oldugunu teyit etmistir.
Calisma sonucunda kiiltiirde somaklonal varyasyon bulunmadigindan, bu mikro yayilim

protokoliiniin P. berteroniana bitkilerinin seri tiretimi i¢in kullanilabilecegi onerilmistir.

Ertus ve arkadaslar1i (2016) yonca ekotipleri ve tescilli yonca g¢esitlerinin
polimorfik diizeylerini ISSR markér teknigi kullanarak arastirmistir. Calismada ISSR
primerleri kullanilarak polimorfik bant sayilari elde etmistir. Ekotipler ve cesitler
arasindaki genetik uzakliklar o6klid katsayist yardimiyla belirlenmistir. Yonca
ekotiplerde ve tescilli gesitlerde genetik varyasyon incelenmis, en yiiksek genetik

cesitlilik ve polimorfizm Giirpinar ekotiplerinde gozlenmistir. Yabanct dollenen
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Medicago sativa’nin ekotip ve gesitler arasinda yiiksek genetik gesitlilige sahip oldugu

belirlenmistir.

Fyad-Lameche et al. (2015) diploid ve tetraploid olan yonca tiirlerinin
kromozom sayisin1 flow sitometriyle, tohumdaki proteinlerin seviyesini SDS-PAGE
analizi yardimiyla belirlemistir. Calismada Medicago orbicularis (L.) Bartal, Medicago
laciniata (L.) Miller. genom biiyiikliikleri farkli bulunmustur. Siispansiyon kiiltiiriinden
alinan somatik embriyodaki genom biiytikliikleri iset tiirlerde degisiklik gOstermistir.
Sonug olarak flow sitometri tekniginin hem geng yaprak Orneklerinden hem de doku
kiiltiiriinden alinan 6rneklerden ¢ekirdek DNA analizi i¢in hizli ve giivenilir bir yontem

oldugu rapor edilmistir.

Ilhan ve arkadaslar1 (2014) P. vulgaris ve M. truncatula icin kullanilan farkli
SSR primer ¢iftinin bazi primerleri basariyla ¢ogaltilmistir ve Onobrychis taksonlari
arasinda polimorfizm gostermistir. En yiiksek sayidaki lokus, BM175 ve MTIC84
primerlerinden elde edilmistir. Gen ¢esitliligi ve polimorfizm bilgi igerigi degerleri,
P.vulgaris primerlerinin Onobrychis genomlar1 {izerinde en bilgilendirici lokus
tirettigini gosterilmistir. En yiiksek genetik cesitlilik degerleri Onobrychis argyrea Boiss
alt spji Boiss i¢in, en diisiik ise Onobrychis cornuta (L) Desv'den (1) elde edilmistir.
Ortalama cesitlilik degerleri Hymenobrychis boliimiinde en yiiksek olaniydi ve onu
Heliobrychis, Onobrychis, Laphobrychis ve Dendobrychis boliimleri izlemistir. Genetik
varyasyonun biiyikliigi, Onobrychis boliimiinde genetik benzerlik degerlerinin en
yiiksek seviyede oldugu tespit edilmsitir. SSR ve filogenetik analiz sonuclar1 boliimlerin
morfolojik oOzelliklerine benzer sekilde ayrildigini gostermistir. Bununla birlikte,
Hymenobrychis ve Heliobrychis diger bolimlerden agikg¢a ayrilmistir. Calismalart,
Onobrychis genomalarmin diger baklagiller SSR isaretleyicileri kullanilarak basarili bir
sekilde calisilabilecegini gosterilmistir. Bu nedenle, Onobrychis tiirlerinin korunmasi

i¢in ve ayni zamanda yem kullanimi i¢in yeni ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in kullanilmistir.

[lhan ve arkadaslar1 (2009) Farkli Arpa gesitleri ve kontrol olarak da Bandirma
ekmeklik bugdayr kullanmistir Arpa yapraklarindan izole edilen DNA ‘lar PCR
analiziyle incelenmistir. Genetik ¢esitliligi saptamak amaciyla akraba tiir olan bugday

genomuna ait farkli sayida SSR markoriiniin arpa genomun transfer edilebilirligi
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saptanmistir. Transfer edilebilen markdorlerle de arpa genotipleri arasinda akrabalik
dereceleri belirlenmistir. Secilen markdrlerin istenilen band {iiretilmis olup {iretilen

bandlar arpa ¢esitleri arasindaki genetik farkliligi belirlemek i¢in yeterli olmustur.

Touil et al. (2008) Tunusun farkli bolgelerinden toplanan ve Italya, Avusturya,
Fransa ve Fasin farkli bolgelerinden toplanan farkli yonca populasyonlarinin arasindaki
genetik cesitlilik SSR markor teknigiyle belirlenmistir. Her lokustaki allel sayisi
farkliliklar gozlemlenmistir. Sonugta yonca populasyonlar1 i¢in SSR primerlerinin

genetik cesitlilik caligmalarinda giiclii bir yontem oldugunu bildirmistir.

Katzir et al. (1996) kavun ve hiyar tiirleri arasindaki genetik ¢esitliligi SSR
markorleri teknigiyle arastirilmigtir. Kavun ve hiyar genomlart kullanilarak primer
dizayn etmistir. Elde edilen SSR primerleri, kavun, hiyar, kabak, balkabagi ve karpuz
genotiplerinde test edilmistir. SSR primerlerinden kavunlarin, hiyarlarin, kabaklarda
polimorfizm oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda yer alan karpuz genotipinde ise
polimorfizm bulunamamistir. Calismada kullanilan fakl tiirlerin herhangi birine 6zgi

SSR primerlerinin diger cinslerde de kullanilacagi ortaya ¢ikmustir.

Blondon et al. (1994) iki tiir tetraploid ve diploid Medicago'nun farkli ekotipinin
genom boyutu flow sitometrisi ile degerlendirilmistir. Genom boyutu hem tiirler, hem
de tiirler arasinda degisiklik gostermistir. Yillik diploid Medicago truncatula Gaertn (M.
sativa L. subsp. sativa, M. sativa L. subsp. caerulea.) Schmalh., M. sativa L. subsp.
quasifa Icata Sinsk'i, M.sativa L. subsp. X varia (Martyn) Arcangeli, kapsayan grubun
en kiigiik genomuna sahiptir, bununla birlikte, ekotipleri intraspesifik varyasyon
gostermistir. En kiigiik M. truncatula genomunda bulunan ekotip 108-1 idi ve en
biiyiigii ise Jemalong idi. Bazi dokularda 4C ¢ekirdekli hiicrelerin sikligi bu

Medicago'daki polisomatinin derecesi diisiik oldugu tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitki Materyali

Calisma materyali olan yonca Erzurum, Mus ve Konya yerel ekotipler; Bilensoy,
Bilensoy82, Alsancak, Plato ve Iside c¢esitleri kullanilmistir. Tohumlar Kafkas
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiinden temin

edilmistir.

Sekil 3.1 Denemelerin ana materyali olan Yonca ¢esidine ait bitkilerin genel goriinimii

3.2 DNA izolasyonu

Her bir yonca ayr1 ayr1 saksilarda dort haftalik siireyle yetistirilmistir. Taze
yonca yapraklar1 kullanilarak CTAB methoduna uygun DNA izolasyonu yapilmistir
(Doyle and Doyle 1990) .

1.Taze yonca yapraklar1 0.03 gram tartilarak 2 ml santrifiij tliplerine alinip 680 pl
CTAB (2 gram CTAB, 10 ml 1M Tris pH 8, 1 gram PVP, 40 ml ddH.0, 28 ml 5M
NaCl, 4 ml 0.5 M EDTA pH 8) c¢ozeltisi eklenip doku pargalayicisinda
parcalanmustir.

2.Tiipler su banyosunda 65 °C’de 1 saat bekletilmistir.10 dakikada bir ters diiz

edilmistir.
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3. Daha sonra 680 pul kloroform koyup 15 dakika ters diiz yapilmistir.

4. 13.500 rpm’de 17 dakika santrifiij yapilarak silipernatant kismi baska tiipe
alinmustir.

5. Uzerine 500 pl izopropanol eklenmistir.

6. Pellet kism1 alinip 1 ml amonyum asetat ( %76’ lik etil alkolle hazirlanmigtir)
koyulup 15 dakika ters diiz yapilmistir.

7. Siipernatant kism1 dokiilerek kurutmaya birakilmistir.

8. Kuruduktan sonral00 pl ddH20 ekleyip + 4 °C saklanmuistir

9. %1’lik agaroz jel ( 1gram agaroz, 100 ml 1x TAE, 3uL EtBr) hazirlanmistir.

10. 2ul DNA Ladder ve 1:5 boya: DNA kuyucuklara yiikleyip 90 Voltta 40 dakika
yiirlitilmustiir.

11. DNA kalitesine bakilir ya da nanodropta Ol¢clim yapilarak 260/280 oranina
bakalir.

3.3 SSR Analizi

Cizelge 3.1 SSR'da kullanilan maddeler

Kullanilan maddeler Miktarlar: (ul)

PCR mix 12,5
DNA (10 ng) 2
Primer 1
DH>0O 8,5

Total 25 pl hazirlanmigtir. PCR Mix ve dH 2 O 12,5 pl PCR tiiplerine koyularak
DNA ve Primerler koyulmustur.

PCR kosullar1 95 C° de 5 dk, ardindan 38 dongii olacak sekilde 94 °C 1 dk, 58 °C
de 1 dk, 72 °C de 1 dk ve son olarak 72 °C 10 dk seklinde yapilmistir (Julier et al. 2003;
Sledge et al. 2005). PCR iiriinleri % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilecek ve bant biiytikliikleri

100 bp DNA markeri kullanilmigtir. Jel Ethidium bromiir kullanilarak goriintiilenmistir.
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3.3.1 Kullanilan Primerler

Calsimada kullanilan primerler M. truncarula’dan elde edilen primerler tercih
edilmistir (Julier et al. 2003).

Cizelge 3.2 SSR calismasinda kullanilan primerler

Primerler ileri Primer Geri Primer

Mtic48 TTTTTGTTAGTTTGATTTTAGGTG GCTACAAAGTCTTCTTCCACA
Mtic64 CCCGTTCTTTTATGTTGTGG AACAAACACAATGGCATGGA
Mtic77 TCTTCATCGCTTTCTTCTATTTCA GCCGTATGGTGTTGTTGATG
Mtic93 AGCAGGATTTGGGACAGTTG TACCGTAGCTCCCTTTTCCA
Mtic230 GTAAGCGCCTGCTTGGACT GAGATTCTGCCAAAATGCAA
Mtic232 TAAGAAAGCAGGTCAGGATG TCCACAAATGTCTAAAACCA
Mtic238 TTCTTCTTCTAGGAATTTGGAG CCTTAGCCAAGCAAGTAAAA
Mtic248 TATCTCCCTTCTCCTTCTCC GGATTGTGATGAAGAAATGG
Mtic441 CTTCCTTATCATCGCTTCC CAGAGATTGAGAATCGAGAAG
Mtic451 GGACAAAATTGGAAGAAAAA AATTACGTTTGTTTGGATGC
Mtic471 ATCAGGTGATGATTGGTTTT CCAACCATCTTTGTTTCCTA
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3.4 Iistatistiksel Analiz

Jel gortintiileme sistemi kullanilarak elde edilen goriintiiler, bant varlig
durumunda (1), yoklugunda (0) degerleri verilerek skor edilmistir. Genetik varyasyonu
belirlemek i¢in, gozlenen alel sayis1 (Na), etkili allel sayis1 (Ne), Nei gen ¢esitliligi (He)
ve Shannon bilgi indeksi (I) hesaplanmistir. Hesaplamalarin hepsi, POPGENE programi
verileri kullanilarak gerceklestirilmistir (Yeh et al.1999). Tiirler arasinda benzerlik
katsayis1 Nei (1972) 'ye gore hesaplanmistir. UPGMA agaci, NTSYS v. 2.02 (Rohlf,
1998) kullanilarak olusturulmustur.

3.5 Protein izolasyonu

1. Taze yonca yapraklarin her birinden 0,0344 gram tartilmustir.

2. 2ml santrifiij tiiptine konup 200 pl sample buffer (62,5 mM Tris-HCI Ph:6.8, %2’lik
SDS, %10 Gliserol, %22lik B-merkaptaetanol) eklenmistir.

3. Homojenatorde 50 doku pargalayicisinda 3 dakika pargalanmustir.

4. Santrifiij tiipleri raka konup su banyosunda 100 °C’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

5. Siipernanat kism1 almarak -20 °C’de saklanir ( Valentine et al. 2010).

3.6 SDS PAGE

Ayirma Jeli

Sistem ve camlar distile suyla temizlenmistir sonra pipetle yavas yavas
ayirma jel dokiilmiistiir. 2-propanol ile jel kapatilmistir. Kasete 3 ml ayirma jeli pipet

yardimiyla yiiklenmistir.
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Cizelge 3.3 Ayirma jeli i¢in kullanilan maddeler

4x Ayirma buffer tamponu 1,25 ml
%30 Akrilamid karisimim 1,65 ml

dH.0 2,05 ml
%10 APS 75 ul
TEMED 5 ul

On Ayirma Jeli

Ayirma jel donduktan sonra 2-propannolla temizlenmis ve {izerine 2 ml kadar

yavas yavas dokiilmiis ve tarak bastirilmistir.

Cizelge 3.4 On ayirma jeli icin gerekli olan maddeler

Kullanilan Maddeler Miktar

4x On ayirma jel tamponu 25 ml
%30 Akrilamid karigimi ~ 850pl

%10 APS 75 ul
TEMED 5 ul
dH20 2,85 ml

4x SDS PAGE Jeli Loading Buffer (Laemli Buffer)

Kullanmadan o6nce %10 B merkaptaetanol eklenmis 30 pl boya igin 3.3 ul
Bmerkaptaetanol eklenmistir. Bu boya protein ornekleriyle karigtirllmis ve sonrasinda
jele yiiklenmistir. Totalde 20 ul olacak sekilde 15: 5 (protein: boya) oraninda yiikleme
yapilmigtir (Laemmli 1970).
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Cizelge 3.5 Loading buffer i¢in gerekli maddeler

Kullanilan Maddeler Miktar

40 Mm Tris-HCI 400 pl
EDTA 800 ul
%4 SDS 4ml
%20 Gliserol 2,27 ml
Brom Fenol Mavisi 200 pl

SDS PAGE 1X Running Buffer

Protein ve boya 100 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Hazirlanan jel tanka koyup

lizerine 1x running buffer dokiilerek 70 voltta 5 saat yiiriitilmiistir.

Cizelge 3.6 1x Running buffer i¢in gerekli maddeler

Tris 3 gram
Glisin 14,4 gram
SDS 1 gram
dH20 1litre

Boyama Soliisyonu

Hazirlanan boyama soliisyonu filitreden gegirilmistir. Jel bir kap i¢ine alinip
iistiine boyama soliisyonu koyup iistii aliminyum folyoyla kapatilmigtir. 30-50 rpm’de
sheaker 20 dakika bekletilmistir.
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Cizelge 3.7 Boyama soliisyonu i¢in gerekli maddeler

Commassie brillant blue 1 gram

Asetik asit 100 ml
EtOH 300 ml
dH20 600 ml

Yikama Soliisyonu

Cizelge 3.8 Yikama soliisyonu i¢in gerekli maddeler

Kullamilan Maddeler Miktar

EtOH 300 ml
Asetik asit 100 ml

dH20 600 ml

Jel yikama soliisyonuyla bantlar goziikene kadar yikanilmistir. Jel goriintiileme

cihazinda fotografi ¢ekilmistir.

3.7 Kromozom Sayimi

1.Petrinin altina bir tane flitre kagidi koyup tistiine her bir yonca tohumdan 20 tane
koyup distile suyla 1statilmistir.

2.Ug giin sonra her bir yonca tohumundan 1.5cm-2cm kékleri kesip falkon tiiplere alinip
% 5°lik kolgisin ilave edilerek 3.5 saat 25°C ‘de bekletilmistir.

3.Daha sonra siizgegten gegirip 2.5 saat musluk altinda yikanilmistir.

4 Fiksatatif yapilmistir. Fiksatatif i¢in carnoy | (3: 1 etanol: asetik asit) en az 24 saat en
cok 3 giin bekletildikten sonra 3 saat musluk altinda yikanilmistir.

5.Hidroliz asamasma geglimistir. Hidroliz i¢in 1IN NaOH ya da HCI de 60 °C su

banyosunda 7 dakika bekletilerek musluk altinda 2 saat yikanilmistir.
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6.Boyama asamasma gegilmistir. Boyama i¢in %5’lik hemotoksinle 15 saat
bekletilmistir.

7. Daha sonra suyun rengi agilana kadar saf suyla yikanilmistir.

8.Yayma agsamasina gecilmistir. K6k ucundan 1 mm kesip lam iizerine koyup pargalara
ayrilmugtir. Uzerine 1 damla %45°lik asetik asit damlatilip lamel kapatilmgtir.
9.Mikroskopta metafaz evresinde kromozom sayimi yapilmistir (Aghayev 1998).

3.8 Flow Sitometri

Flow sitometri CyStain ® PI Absolute P kitine gore yapilmistir.

1. 0,5 cm? taze yonca yapraklari ( Erzurum, Mus, Konya, Bilensoy, Bilensoy82, Iside,
Plato, Alsancak) ve kontrol grup olarak arpa kullanilmistir.

2. 500 pl Nuclei Extraction Buffer konularak jiletle kesilmistir.

3. 50um cellTrics filitreden gegirilmistir.

4. 2 ml staining solution (10 6rnek i¢in 20 ml staining buffer, 120 ul propidum lodide,
60 ul RNase A) konulmustur.

5. 30-60 dakika karanlik ortamda bekletilmistir.

6. 488nm ya da 532 nm 6l¢iim yapilmistir (Cyflow ® Space Sysmex-Partec-GmbH;
Gorlitz, Almanya).
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v

Yaprak dokusu bistiirivle
kesilip cekirdek izole edilir.

50 pm filitreden gegirilir

\ Flow Sitometri Analizi

Sekil 3.2 Cekirdek analizinin yapiligi(Ochatt 2006)
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 SSR Analizi

DNA analizleri sonucunda yonca ekotip ve ¢esitlerinde 11 adet Medicago
truncutula SSR primeri ile PCR yapilmistir. Jel sonuglariin skorlandirilip istatistiksel
analizi yapildiktan sonra yorumlanmistir. Tiim genotiplerden toplam olarak 50 adet bant
elde edilmis ve biitiin ¢esitlerde amplifikasyon goriilmiistiir. PIC degerlerine bakilarak
yorumlanmistir. PIC degeri 0,1800 ile sadce 1 bant iireten Mtic238 ve Mtic248 olurken,
0,3700 degeri ile Mtic441 ve Mtic471 primerlerinden elde edilmistir.

Cizelge 4.1 Kullanilan SSR primerler, toplam bant sayilar1 ve PIC degerleri

Primer Toplam Bant Sayilari PIC

Mtic48 7 0,2500
Mtic64 3 0,2350
Mtic77 6 0,2433
Mtic93 5 0,2620
Mtic230 17 0,2771
Mtic232 6 0,3500
Mtic238 1 0,1800
Mtic248 1 0,1800
Mtic441 5 0,3700
Mtic451 5 0,2750
Mtic471 4 0,3700
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Sekil 4.1 Mtic230.primerin genotiplerde olusturduklari SSR band profilleri

( Marker- M.truncutula -Erzurum- Konya- Mus- Plato-Bilensoy- Bilensoy82- Iside- Alsancak)

Cizelge 4.2 ‘de mikrosatellit lokusuna dayanarak olusturulan 3 ekotip ve ¢esidin
genetik cesitlilik tahminlerinde allellerin gézlem sayis1 ortalama olarak 2 bulunmustur.
Yine allellerin etkinlik sayisi (ne) ortalama olarak 1,5718 bulunup, en yiiksek deger
Mtic 441 ve Mtic 471°de 1,9756 ve en diisiik deger Mtic238 ve Mtic 248 ‘de 1,2462

olmustur.

Nei’nin gen ¢esitliligine bakilirsa ortalamasi 0,3362 bulunmus ve en diisiik
deger 0,19756 ile Mtic 238°de, en yiiksek deger ise 0,4938 ’lik deger ile Mtic 441 ve
Mtic 471 bulunmustur. Shannon’un bilgi indeksi degeri ise 0,5092’liik ortalama ile en
diisiitk Mtic 238 ve Mtic 248 0,3488’lik ve en yiiksek Mtic 441 ve Mtic471°de
0,6870 ile degiskenlik gostermistir. Yonca ekotip ve ¢esitleri arasindaki genetik
cesitlilik primerlerin genetik benzerlik katsayisi ile belirlenmektedir. Genetik benzerlik
katsay1 ise 0,1975 ile 0,4938 arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.2 Mikrosatellit lokusuna dayanarak 3 ekotip ve 5 ¢esit yonca ¢esidi i¢in
genetik ¢esitlilik tahminleri

Lokus Size na* ne* h* I*
Mtic48 9 2 1,4552 0,2963 0,4660
Mtic64 9 2 1,3872 0,2716 0,4393
Mtic77 9 2 1,4893 0,2963 0,4615
Mtic93 9 2 1,5049 0,3160 0,4888
Mtic230 9 2 1,5991 0,3455 0,5196
Mtic232 9 2 1,8000 0,4444 0,6365
Mtic238 9 2 1,2462 0,1975 0,3488
Mtic248 9 2 1,2462 0,3362 0,3488
Mtic441 9 2 1,9756 0,4938 0,6870
Mtic451 9 2 1,6109 0,3457 0,5179
Mtic471 9 2 1,9756 0,4938 0,6870
Mean 9 2 1,5718 0,3362 0,5092
Std. Dev 9 2 0,2552 0,1038 0,1185

*na = Allellerin gozlem sayisi *h = Nei’nin gen ¢esitliligi

*1 = Shannon’un bilgi indeksi *ne = Allellerin etkinlik sayist

Cizelge.4.3’de polimorfik bilgi igerigine bakildiginda ortalama PIC degerinin
0,2720 oldugu goriilmektedir. PIC degerinin en yiiksek oldugu primerler 0,3700
degerleri ile Mtic441 ve Mtic471 olmustur. PIC degerinin en diisiik oldugu primerler
0,1800 degeri ile Mtic238 ve Mtic248 olmugstur. PIC degeri 0,25’den kiiciikse genetik
cesitlilik diisiik, 0,5’den biiyiikse genetik ¢esitlilik yiiksek olarak bulunmustur. Mtic64,
Mtic77, Mtic238, Mtic248 genetik ¢esitlilik diisiikk olarak bulunmustur. Mtic48, Mtic93,
Mtic230, Mtic232, Mtic441, Mtic451, Mtic471 genetik cesitlilik orta seviyede

bulunmustur.
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Alell frekanslarma bakildiginda ortalama degeri 0,7482 bulunmustur. Allel
frekans degeri en yiiksek olan primerler 0,8900 ile Mtic238 ve Mtic248 olarak tespit
edilmistir. Allel frekans1 degeri en diisiik olan primerler ise 0,5600 ile Mtic441 ve
Mtic471 olarak tespit edilmistir.

Gen g¢esitliligine bakildiginda ortalamast 0,3257bulunmustur. Gen ¢esitlilik
degeri en yiiksek olan primerler 0,5000 olan Mtic441 ile Mtic471 dir. Gen ¢esitlilik en
diisiik degeri en diisiik olan primerler 0,200 olan Mtic238 ve Mtic248 olarak tespit

edilmistir.

Cizelge 4.3 Calismada kullanilan primerlere ait allel frekanslari, gen ¢esitlilik ve PIC
degerleri

Lokus Allel Frekansi Gen Cesitliligi PIC

Mtic48 0,8075 0,2975 0,2500
Mtic64 0,8350 0,2750 0,2350
Mtic77 0,7800 0,3000 0,2433
Mtic93 0,7800 0,3200 0,2620
Mtic230 0,7329 0,3500 0,2771
Mtic232 0,6700 0,4400 0,3500
Mtic238 0,8900 0,2000 0,1800
Mtic248 0,8900 0,2000 0,1800
Mtic441 0,5600 0,5000 0,3700
Mtic451 0,7250 0,3500 0,2750
Mtic471 0,5600 0,5000 0,3700
Mean 0,7482 0,3257 0,2720
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Cizelge 4.4 Nei (1972)’nin genetik benzerligi

M.Truc Mus Konya Erzurum  Plato Iside Bilen Bilen82 Alsancak
M.Truc 1.000.00
Mus 0.32149 1.000.00
Konya 0.60713 0.71426 1.000.00
Erzurum  0.42851 0.67851 0.60713 1.000.00
Plato 0.57149 0.60713 0.67851 0.50000 1.000.00
Iside 0.50000 0.46426 0.53574 0.64287 0.50000 1.000.00
Bilen 0.64287 0.67851 0.67851 0.71426 0.71426 0.78574 1.000.00
Bilen82 0.67851 0.57149 0.85713 0.67851 0.75000 0.67851 0.75000 1.000.00
Alsancak  0.53574  0.57149 0.71426 0.60713 0.75000 0.60713 0.67851 0.78574 1.000.00
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Ekotip ve gesitler arasinda SSR verileri kullanilarak Nei (1972)’ye gore degerlendirilen
genetik benzerlik katsayisi 0,32 ile 0,85 degerleri arasinda degismektedir. Yonca ekotipi
0,32 ile en uzak Mus, 0,85 ile en yakin Bilensoy82 ekotipi olmaktadir. SSR verileri ile
elde edinilen bilgilere dayanarak NTSYS-PC paket programiyla olusturulan ve Nei
(1972)’ye gore yapilan UPGMA kiimeleme analizi sonucu Cizelge 4.5’de verilmistir.
Sekilde goriildiigi gibi model organizma M.truncutula ile 8 yonca ekotip ve ¢esidi A ve
B grubu olarak iki ana gruba ayrilmistir. A grubu yalniz M.truncutula ¢esidini
olusurken, B grubu kendi arasinda 3 alt gruba ayrilmistir. IB alt grubu; Mus ve Erzurum
ekotipi 11B alt grubu; Konya, Bilensoy82, Alsancak ve Plato I1IB alt grubu; Iside ve

Bilensoy’dur.
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Cizelge 4.5 SSR-Genetik benzerlik dendogrami

M. truc

Mus
IB

Erzurun

| Konya

Bilen&2 B

Alsancak

Plato

[side

I11B
Bilen

0%
Coefficient

33



Yonca ekotip ve ¢esitlerinde SSR analizi yaparak gen cesitlilik, allel frekanslar
ve PIC degerleri hesaplanmistir. PIC ve gen ¢esitlilik degeri en diisiik degere sahip olan
primerler Mtic238 ve Mtic248 iken en yliksek degere sahip olan primerler ise Mtic441
ve Mtic471 dir. Allel frekansinda ise durum tam tersidir. Akrabalik dereceleri
kiyaslanmada bulunmustur. Erzurum ve Mus; Konya, Bilensoy82, Alsancak ve Plato;
Iside ile Bilensoy monomorfik olarak tespit edilmistir. M.truncutula olan model
organizmamiz diger ekotip ve cesitlerde ise polimorfik olarak bulunmustur. Iva
Vievhmannova et al. (2014) bizim c¢alismamiza benzer bir ¢alismasinda ISSR markor
teknigi kullanilmigtir. Farkli bitki hatlart kullanilmis ve biitiin amplike tirlinler bizim

calismamizda oldugu gibi monomorfik olarak tespit edilmistir.

4.2 SDS PAGE Analizi

Yonca ekotip ve cesitlerin total protein analizi yapilmis ve asagidaki sekilde
4.2.1° de verilmistir. Toplam protein bantlar1 sayilar1 yonca ekotip ve cesitlerinde ayni
olmasina ragmen bant yogunluguna bakilarak kiyaslamada bulunmustur. Total protein
miktar1 model organizma M.truncutula, Alsancak ve Konya ekotipinde en yiiksekken,
Plato ve Bilensoy82 cesitlerinde en diisiiktiir. Total protein miktar1 en diisiikten en
yiiksege dogru siralamasi soyledir; M.truncutula, Konya, Alsancak; Ezurum, Bilensoy,
Iside; Mus, Plato ve Bilensoy82 dir. 25 kDa olan bantlar ise globiiler protein olabilir.
Fatima et al. (2015) yilinda M fructulata’nin total protein miktarini, bizim

calismamizda oldugu gibi bant profillerin biiytikliiklerini tespit etmistir.
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Marker M.trucutula Bilensoy Plato Alsancak iside Bilensoy82 Konya Erzurum Mus
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|

25 kDa —

Sekil 4.2 SDS PAGE jel bant goriintiistii
4.3 Kromozom Sayimi

Yonca ekotip ve ¢esitlerinin metafaz evresinde goriintiileri asagidaki sekillerde

verilmistir. Iside, Bilensoy ¢esitleri ile Mus ekotipi diploid olup kromozom sayis1 16

dir.
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Sekil 4.3 Iside ¢esidinin metafaz goriintiisii (2n = 2x = 16)

Sekil 4.4 Mus ekotipinin metafaz goriintiisii (2n = 2x = 16)
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Sekil 4.5 Bilensoy ¢esidinin metafaz goriintiisii (2n = 2x = 16)

Bilensoy82 c¢esidi triploid olup kromozom sayist 24 diir. Normalde yonca
diploid ya da tetraploiddir. Yonca yabanci tozlasma 6zelligine sahip oldugu igin genetik

cesitlilik kazandirmstir.

Sekil 4.6 Bilensoy 82 ¢esidinin metafaz goriintiisii (3n = 3x = 24)

Erzurum ve Konya ekotiplerin kromozom sayisi 30 dur.
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Sekil 4.7 Erzurum ekotipinin metafaz goriintiisii (4n = 2x = 30)

Sekil 4.8 Konya ekotipinin metafaz goriintlisii (4x = 2n = 30)
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Sekil 4.9 Alsancak cesidinin metafaz goriintiisii (4n = 4x = 32)

Sekil 4.10 Plato ¢esidinin metafaz goriintiisii (4x = 4n = 32)

4.4 Flow Sitometri

Yonca ekotip ve cesitlerinde ¢ekirdek analizi yapilarak histogramlar

olusturulmustur. Cekirdektdeki DNA igerigi asagidaki formiile gore hesaplanmistir.
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Ornegin cekirdek DNA icerigi = Ornegin florasan yogunlugu / standardin

floresan yogunlugu X standardin bilinen DNA igerigi

Cizelge 4.6 Yonca ekotip ve ¢esitlerin DNA igerikleri

Yonca Ornek Standart Standart DNA Ccvi CV2
pik pik icerigi(pg) (yonca) (arpa)

Alsancak 131,42 369,27 10,65 3,79 1,86 2

Bilensoy82 132,11 378,84 10,65 3,71 1,67 1,66
Bilensoy 135,94 374,25 10,65 3,87 2,02 2,06
Erzurum 130,49 370,37 10,65 3,75 2,15 1,96
Iside 133,62 369,78 10,65 3,85 2,35 2,11
Konya 126,43 354,22 10,65 3,80 2,12 2,06
Mus 138,73 387,77 10,65 3,81 2,13 2,44
Plato 118,22 321,05 10,65 3,92 2,41 1,76

Yonca ekotip ve ¢esitlerinde c¢ekirdek analiz sonucglarina bakildiginda c¢ekirdek
DNA icerik degerleri Cizelge 4.6’da gosterildigi gibi test edilen tiim yonca bitkilerinde
birbirlerine ¢ok yakin sonuglar alinmis olup bu sonuglar tiim bitkilerin tetraploid
oldugunu gostermistir. Klasik kromozom sayimi belirleme yonteminde ise Mus ekotipi,
Bilensoy ve Iside ¢esidi diploid kromozom sayisina sahip oldugu goézlenmistir. Ayrica
Bilensoy82 ¢esidinde kromozom sayisi triploid ¢ikmistir. Flow sitometri sonuglarina ait
test edilen yonca bitkilerinin pik profilleri Sekil 4’de gosterilmistir. Iva Viehmannova et
al. (2014) bizim ¢alismamiza benzer olarak flow sitometri analizi yapmistir ve ploidi
seviyesi hepsinde ayni seviyede oldugu tespit edilmistir. Kromozom sayist bizim
calismadan farkli olarak ayni sayida oldugu tespit edilmistir. Kromozom sayis1 ile ploidi

seviyesi bizim ¢alismamizda ters korelasyon gostermistir.

Bunun nedeni ise yonca’nin yabanci dollenme 6zelliginin olmasi ve tohumlarin
morfoloji olarak biiyiiliikleri homojen olmamasindan dolayr sapmalar gézlemlenmistir.
Ayrica Flow sitometri gibi dolayh yontemler bitkilerin ploidi seviyesini teyit etmede
kesin sonu¢ vermediginden dolayr kromozom sayillarim dogrulamada yamltic
olasihig1 oldugu tespit edilmistir. Medicago bitkilerinin flow sitometrik analizine

iliskin literatiir olduk¢a zayif oldugu tespit edilmistir (lantcheva et al. 2001; EImaghrabi
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and Ochatt, 2006; Ochatt et al. 2005). Ochatt et al. (2005) bizim flow sitometri

analizinde gibi ekotip ve g¢esitlerinde {i¢ pik olusmustur. Bunun nedeni ise

endoreplikasyondan kaynaklanmistir.
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Sekil 4.11 Alsancak ve Arpa bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gore nispi

pozisyonlari
100 _
Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu
. 1 1000 13211 524 6428 167 007
Bllen80y82 2 2868 37884 201 3572 166 007
80 -
60 -
w
t
3
]
401
H.vulgare
204
0 e H i ‘ ‘ ‘ ]
200 400 600 800 1000
b FL2 532-30

Sekil 4.12 Bilensoy82 ve Arpa bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gore nispi

pozisyonlari
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Sekil 4.13 Bilensoy ve Arpa bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gdre nispi

pozisyonlari
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Sekil 4.14 Erzurum ve Arpa bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gore nispi

pozisyonlari
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Sekil 4.15 Iside ve Arpa bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gére nispi pozisyonlar
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Sekil 4.16 Konya ve Arpa bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gore nispi

pozisyonlari
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Sekil 4.17 Mus ve Arpa bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gore nispi pozisyonlari

100 Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 118.22 627 4126 2.4 0.24
PlatO 2 1.993 23564 38 249 1.91 0.24
3 2716 32105 854 56.25 1.76 0.24
80
H.vulgare
60
w
b=
3
o
o
40 |
20 A
0 : - E | - ‘ . : ‘
0 200 400 600 800 1000

FL2 532-30

Sekil 4.18 Plato ve Arpa bitkilerine ait G1 piklerinin birbirlerine gére nispi pozisyonlari
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5. SONUC ve ONERILER

Bu aragtirmada yonca ekotip ve ¢esitlerinin ¢esitlerinin DNA, protein, ¢ekirdek

analizi ve kromozom sayimiyla genetik ¢esitlilik belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

+ Yonca ekotip ve ¢esitlerinin akarabalik iligkisinin incelenmesi amaciyla 11 SSR
markdrii kullanilmistir. Bu SSR primerlerinin hepsinden PCR iiriinii elde edilmistir.
+ Kullanilan 11 SSR markoériiniin - tiimii  kullanilan populasyon iizerinde
monomorfik bulunmustur.

+ Toplamda 11 SSR markorii ile 50 adet bant {iretilmistir.

+ Nei (1972)’nin genetik benzerligi 0,32 ile 0,85 arasinda degismektedir.

+ SSR markorleriyle kullanilarak yapilan kiimeleme analizlerinde 2 ana grup elde
edilmis olup, bunlardan biri 3 alt gruba ayrilmistir.

+ Toplam protein miktarint SDS-PAGE’in bant profillerin yogunluklarina gore
kiyaslanmistir. En yiliksek miktarda protein Alsancak ve Plato gesitlerinde, en diisiik
miktarda protein ise Mus,Bilensoy82 ve Plato ¢esitinde tespit edilmistir.

+ Kromozom sayiminda ise Mus, Iside ve Bilensoy kromozom sayis1 (2n = 2x =
16), Bilensoy82 (3n = 3x = 24), Konya ve Erzurum (4n = 2x = 30), Plato ve
Alsancak (4n = 4x = 32) oldugu tespit edilmistir.

+ Flow sitometri analiz sonucu ise biitiin ekotip ve ¢esitler tetraploiddir.
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Sekil 5.1 Sonuglarin genel tablosu

+ Bu calismada elde edilen sonuglara dayanarak yeni ¢esit ve hat
bitkilerin gelistirilmesi ve piyasaya siirlilmesi, ¢ift¢ciye ¢esit seciminde olanak
saglanmas1 amaglanmustir.

+ Bu c¢alismada elde edilen sonuglara dayanarak potansiyel olarak
yararli gen kaynaklar1 iceren yerli cesitlerin yerinin almasi amaglanmistir.
Ayrica bitki tiirlerine gore 1slah yontemleri, farkli cografik bolgelere uygun

populasyonlarin belirlenmesi amaclanmistir.
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