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OZET

Yonca (Medicago sativa L.) bitkisi, hem ekonomik 6nemi hem de besin igeriginden
dolay1r diinyada yaygm bir sekilde yetistirilen 6nemli bir baklagil yem bitkisidir.
Medicago sativa Tiir Kompleksi ya da Medicago sativa-falcata kompleksi olarak
bilinen bir taksonomik grup igerisinde yer alan bu bitki, ploidi seviyesine gore diploit ve
tetraploit altbirimlerden olusmaktadir. Bu altbirimlere ge¢miste cesitli taksonomik
statiiler verilerek degerlendirmeler yapilmistir. Son yapilan degerlendirmeler
neticesinde kompleksin diploit iyelerinin statiisii molekiiler bilgiler 1s18inda
aydmnlatilmis ve alttiir statiisiinde olduklarma karar verilmistir ancak tetraploit liyeler

heniiz kapsamli bir degerlendirmeye tabi tutulmamislardir.

Bu ¢alisma kapsaminda, Medicago sativa tiir kompleksi igerisinde yer alan, tetraploit
birimlerin taksonomik iliskilerini belirlemek amaciyla, populasyon yapisi, genetik

cesitliligi degerlendirilmistir.

Calismanm sonunda, tetraploit iiyelerden alttiir sativa ve alttiir falcata’nin birbirinden
ayrilan iki alttiirii temsil ettigi, bu iki alttiiriin melezi kabul edilen varia alttiiriiniin de
yiiksek diizeyde hibritlesme 6zelligi gosterdigi saptanmistir. Bu sonuglar populasyon
analizleri ve molekiiler filogenetik analizlerle de desteklenmistir. Ayrica
populasyondaki alttiirler arasinda yiiksek allelik zenginlikten dolayr Onemli
sayilabilecek bir genetik farklilasmanm oldugu da belirlenmistir. Calismanm yonca
genetik kaynaklarinin degerlendirilmesi ve kullanilmasi agisindan 6nemli bir referans

olacagi diisiliniilmektedir.
2014, 82 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Genetik Cesitlilik, Medicago sativa Tir Kompleksi, Molekiiler
Filogenetik, Populasyon Yapisi, Tetraploit Yonca
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ABSTRACT

The legume forage alfalfa is very valuable both economicaly and based on nutrition
composition and is grown worldwide. Presence of interploidi variations made alfalfa
attractive for genomic studies. The taxonomic group Medicago sativa species complex
or Medicago sativa-falcata complex has two different ploidy levels; diploit (2n=2X=16)
and tetraploit (2n=4X=32). There was an ambiguity in the taxonomix status of the
members of complex until recently. Extensive efforts have been devoted to untacle the
status of diploit members using molecular markers and the members were considered as

subspecies. The status of tetraploid members remained unclear.

The aim of this study was to investigate the structure of tetraploid members of the
Medicago sativa species complex using genomewide SSR markers. We used a number
of broad based wild tetraploid accessions from USDA collections originally collected

from the entire natural distribution range.

Based on the molecular marker patterns, it was observed that the tetraploid alfalfa has
two different main groups corresponding to known subspecies (Medicago sativa ssp.
sativa and Medicago sativa ssp. falcata). Moreover, the Medicago sativa ssp. varia
found to be hybrid between Medicago sativa ssp. sativa and Medicago sativa ssp.
falcata. These results were supported with two other independent analyses (Principle
Component Analyses and Molecular Phylogenetic Analyses). Basic population genetics
analyses were also conducted to determine the patterns of demarcation among
accessions and germplasm groups. Our results have implications for collection and

utilization of alfalfa germplasm resources.
2014, 82 pages

Key words: Genetic Diversity, Medicago sativa species complex, Molecular

Phylogenetics, Population Structure, Tetraploidy
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1. GIRIS

Birbirine yakin Sistematik birimler arasindaki taksonomik iliskiler bazi canli gruplari
icin ¢ok belirgin degildir. Tiirler ya da diger taksonomik birimler arasida morfolojik
olarak yorum yapmanin zorlastigi ve iireme engellerinin tam olugmadig1 durumlari ifade
eden boylesi birimler igin ‘tir kompleksi’ tanimi kullanilmaktadir. Tiir kompleksi,
genellikle birden fazla tiir ve alttiiriin ayristirilamadigi sistematik birimleri ifade
etmektedir. Tirlerin tam ve dogru bir bi¢imde teshis edilmesi, onlarn heniiz
tamamlanmamis olan iireme izolasyonlar1 ve birimler arasinda devam eden gen
akiglarindan dolay1 olduk¢a zordur. Hibrit birimler ise iireme agisindan bariyerlerin
giiclii olmadiklar1 durumlarda iki birimin melezlenmesi sonucu olusan birimleri ifade
etmekte ve =zamanla farklilasarak bagimsiz birimleri olusturmaktadirlar. Tir
kompleksleri bitkiler arasinda daha yaygindir. Ancak hayvanlarda da Canis cinsinde
kopek-kurt-gakal kompleksi, Naja cinsinde kobra kompleksi, Arion cinsinde baz1 bocek
kompleksleri ve Cyanea cinsinde denizanas1 kompleksi gibi 6rnekleri mevcuttur[1].
Hayvanlardan ziyade bitkiler arasinda da ¢esitli tiir kompleksleri bulunmaktadir. Bunlar
arasinda bilinen en 6nemli tiir komplekslerinden birisi de baklagiller familyasindaki
Medicago cinsinde bulunan Medicago sativa tiir kompleksi ya da Medicago sativa —

falcata kompleksidir[2].

Medicago cinsi altmistan daha fazla birbirinden farkli tek yillik ve ¢ok yillik tiirlerden
olusmaktadir. Cinsin ilk cesitlilik merkezi Kafkasya, Kuzeybati1 Iran ve Kuzeydogu
Tiirkiye’de bulunmustur. Medicago cinsinin temel genomik kromozom sayisi 7’den
ibaret olan birkag tiiriin disinda genel olarak 8’dir. Medicago cinsinde diploit, tetraploit
ve hekzaploid tiirler olusmaktadir. Medicago’nun evriminin tersiyer periyodunda yer
aldigr disiiniilmektedir. Tek yillik otogam tiirlerin ¢ok yillik allogam tiirlerden
orjinlendigi diisiiniilmektedir. Taksonomik olarak Medicago tiirleri baklagil ve tohum
ozellikleri, tiily, polen tanesi morfolojisi ve kromozom sayilariyla esas olarak
birbirlerinden ayrilabilmektedirler. Diger biyokimyasal karakterler de bu amac¢ icin
basarili bir sekilde kullanilabilmektedir. Lesins ve Lesins[3]’in birkag modifikasyon ile
belirttikleri Medicago alttiirlerinin anahtart tiir tanimlanmasi i¢in bir rehber olarak gorev

yapmaktadir[2].



Medicago sativa tiir kompleksi, icerisinde kiiltiir yoncasinin da yer aldigi, morfoloji ve
ploidi diizeyi (diploit ve tetraploit) varyasyonu gdsteren ve aralarinda iireme engeli
olmayan bir dizi liyeden olusan taksonomik bir gruptur. Kompleksteki taksonomik
birimleri arastrmacilar Onceleri tiir olarak kabul etmisler[3], daha sonra ise alttiir
seviyesine indirgemislerdir[4]. Bu indirgenme son zamanlarda yapilan molekiiler
caligmalarla desteklenmistir[5]. Ayrica bu kompleks, poliploid evrim galigmalar1 igin
model olarak onerilmistir[6,7]. Bununla birlikte, kompleksin iiyeleri arasinda bulunan
Medicago sativa alttiir sativa (bundan sonra alttiir sativa), Medicago sativa alttiir
caerulea (bundan sonra alttiir caerulea), Medicago sativa alttiir falcata (bundan sonra
alttiir falcata), Medicago sativa alttiir varia (bundan sonra alttiir varia), Medicago
sativa alttiir hemicycla (bundan sonra alttiir hemicycla), Medicago sativa alttiir
polychroa (bundan sonra alttiir polychroa), Medicago sativa alttiir tunetana (bundan
sonra alttiir tunetana) ve Medicago sativa alttiir glutinosa (bundan sonra alttiir
glutinosa), M. sativa’nin alttiirlerini olusturmaktadir. Medicago glomerata ve Medicago
prostrata ise kompleks ile yakindan iligkili olan diger iki tiirdiir. M. sativa’nimn, eski
tirler olan diploit M. sativa ssp. caerulea ve M. sativa ssp. falcata’nin atasal tiirleri
oldugu disiiniilmektedir. Tetraploit alttiirler olan M. sativa ssp. sativa ve M. sativa ssp.
falcata biiyiik olasilikla indirgenmemis gametler araciligiyla diploitlerden

orjinlenmistir[2].

Yonca diinyanin en 6nemli baklagil yem bitkileri arasinda yer almaktadir. Kompleksin
tetraploit tiyelerinden birisi olan kiiltiir yoncasi diinyada tarimi yapilan yem bitkileri
arasinda iist siralarda yer almaktadir ve diinya ¢capinda 80 milyon hektar1 agskin alanda
yetistirilmektedir[8, 9, 10]. Islah ¢aligmalar1 igin en 6nemli ihtiya¢ yeterli miktarda ve
ulasilabilir genetik kaynaktir. Genetik kaynaklarin énemli bir kismini ise zirai ag¢idan
degerli pek ¢ok ozelligi barmdiran yabani kaynaklar olusturmaktadir [11]. Ornegin
yabani olarak kabul edilen ve ekim i¢in ¢ok degerli olmadig: diisiiniilen M. sativa ssp.
falcata’dan kisa dayaniklilik, siiriiniicti kok yapist ve bazi yaprak hastaliklarina direnci
iceren zirai karakterleri kontrol eden genler modern kiiltiir yoncasina aktarimaistir.
Soguk habitatlara adapte olmus bu alttiirlerin kullanimi daha kuzey bdlgeler i¢in
oldukg¢a degerli olarak goriilmektedir. Bu yiizden M. sativa tiir kompleksi icerisindeki
tiim sistematik birimler ile iliskili tiirlerin ayn1 zamanda zirai kullanim agisindan da

toplanmasi, tanimlamasi1 ve koruma altina alinmasi olduk¢a 6nemlidir[2].



Poliploidi fenomeni bitkilerde oldukga sik rastlanan bir durumdur. Fosil bilgileri
angiospermlerin %70 kadarmin poliploid kokene sahip olduklarini gostermektedir[12,
13, 14]. Poliploidi evriminde heniiz aydinlatilamamis noktalar bulunmaktadir ve
molekiiler araglarin etkin kullanimi ile bu noktalarin aydinlatilmasi miimkiindiir. Bu
durum 6zellikle otopoliploidi agisindan diisiiniildiigiinde daha gegerli gériinmektedir[15,
16, 17, 18]. Medicago sativa L. (Fabaceae) pek ¢ok nedenden dolay1 poliploidi
caligmalart i¢in ilgi ¢ekici bir bitkidir[7]. Yonca genetik kaynaklar1 basarili bir sekilde
depolandig1 i¢in arastiricilarin ulasabildigi oldukca zengin bir gen havuzu vardir ve bu
havuz hem diploit hem de tetraploit liyeleri kapsamaktadir. Ayrica tetraploitlesme ve

diploitlesme halen devam etmektedir[6].



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kiiltiir Yoncasi

Eski bir ekim tarihine sahip olan kiiltiir yoncasi, yiiksek verime, yem kalitesine ve
dayanikliliga sahip oldugu igin zirai agidan tercih edilen ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Zengin protein ve vitamin igeriginden dolay1 hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Bu
ozelliklerinden dolayr tiim diinyada ‘Yem Bitkilerinin Kralicesi’ olarak
nitelendirilmektedir[19]. En 6nemli 6zelliklerinden birisi de atmosferde bolca bulunan
ancak bitkiler tarafindan dogrudan kullanilamayan gaz azotu organik azota
doniistiirebilme yetenegine sahip olmasidir. Yonca hem kuru ot iiretimi hem silo yemi
yapmak amaciyla kullanilmasinin yaninda otlatiimaya da elverisli oldugu bilinmektedir.
Yiiksek adaptasyon yetene§i, uzun Omrii, bir vejetasyon devresinde bircok defa
bicilebilir olmasi, yiiksek verime sahip olmasi, yiiksek besin degerli olmasi, gibi
Ozellikleri onu diger yem bitkilerinden tstiin kilmaktadir[20]. Ayrica bitki, kuru
maddesinde, %15-22 protein, % 2—4 yag ve % 18-26 oraninda lif igermektedir[21].

Yonca bitkisi, Medicago sativa-falcata kompleksi ya da Medicago sativa tiir kompleksi
olarak adlandirilan bir birimden yapay seleksiyon sonucu gelistirilmistir[4]. Bu 1slah
stirecinde kompleksin birimleri kullanildig1 i¢in de komplekse dahil edilen birimler

kiiltiir yoncasmin birincil gen havuzunu olusturmaktadirlar[4, 8, 22].

2.2 Poliploidi

Kromozomlarin canlilardaki temel sayis1 haploit ismi ile ifade edilmektedir. Gelismis
yiiksek organizmalar yapilarinda birisi anneden digeri de babadan gelen iki genom
kopyasi icermektedirler. Bundan dolay1 bu canlilar diploit organizmalar olarak ifade
edilmektedir. Canlilarda kromozom sayilarinda degisiklikler goriilebilmektedir. Bu
degisikler, setlerde ya da setin sadece bir kisminda meydana gelebilmektedir. ikiden
daha fazla kromozom seti ihtiva eden canlilara ise poliploit canlilar denilmektedir.
Poliploidi hayvanlarda seyrek olmasina karsin bitkilerde ise ¢ok daha yaygmdir.
Poliploidi tasidig1 genomun kdkenine gore Allopoliploidi ve Autopoliploidi seklinde
genel olarak 2’ye ayrilmaktadir[7, 23, 24]. Allopoliploidiler birden fazla tiiriin

melezlesmesiyle ya da daha bagka bir ifadeyle farkli genomlarin fizyonu sonucu



olusurlar[7, 28, 29]. Otopoliploidiler ayni tiir i¢cinde kromozomlarin katlar halinde

artmasiyla olusurlar. Yani ilave olan her bir kromozom atasal tiiriin aynisidir[7, 23, 24].

Kompleksin birimleri diploit (2n=2x=16) ve tetraploit (2n=4x=32) olmak iizere iki
farkli ploidi diizeyine sahiptirler. Kompleksin farkli ploidi diizeyleri arasinda
hibridizasyon bariyerleri bulunmamaktadir[25, 26, 27].

2.3 Medicago sativa Tiir Kompleksi

Kompleks, aralarinda iireme engeli bulunmayan diploit (2n = 2x =16) ve tetraploit (2n =
4x = 32) alttiirlerden olusmaktadir (Sekil 2.3.1). Bu birimlerin ayristirilmasi son
zamanlara kadar sadece cigek rengi ve meyve sekli gibi morfolojik karakterler
tizerinden yapilmistir[3, 4, 28]. Bu kriterler sadece birka¢ gen ile kontrol edildiginden
molekiiler metodlarin kullanilma gereksinimi duyulmus ve smiflandirmanin test
edilmesi gerektigi vurgulanmistir[29]. Morfolojik karakterlerin yanisira molekiiler
teknikler ve markirlar kullanilarak plodi diizeyine gore de siniflandirma yapilmistir[5].
M. sativa tiir kompleksinin iiyelerinde ti¢ farkli ¢igek rengi goriilmektedir. Bu renkler
sar1, mor-menekse ve ebruli (sar1-mor) renklerdir. Meyve sekli ise orak ya da kivriml
olabilmekte ve kivrim sayis1 kademeli olarak artis gostermektedir[3, 4, 28]. Her bir
sistematik birimin tanimlanmasinda kullanilan morfolojik karakterler detaylandirilmistir
(Cizelge 2.3.1.1 ve Cizelge 2.3.2.1). M. sativa subsp. falcata (sar1 ¢igek rengi, orak
seklinde meyve), M. sativa subsp. caerulea (mor-menekse ¢igek rengi, kivrilmis meyve)
ve bu iki alttiiriin dogal melezi olan M. sativa subsp. hemicycla (ebruli ¢igek rengi,
melez meyve sekli) diploit alttiirleri olusturmaktadir. M. sativa subsp. sativa (diploit
alttiir olan caerulea'nin morfolojik eslenigi) M. sativa subsp. falcata ve tetraploit melez

olan M. sativa subsp. varia kompleksin tetraploit birimlerini olusturmaktadir.



Diploit(Zn=Ix= 16)

ML sativa alitir —* X A= [, sariva alttir —* V[ sariva alitiic /. safva alitir
plemerala JSalcara hemicyela caermlea
M. safivag alittiir —* A, sariva altir —  \f safva altbir —* AL safive alttiir  — L saniva alitir
elomerala funretana falcara verria safiva

(= M. glutinesa)
Tetraploit(2n=4x=31)

Sekil 2.3.1 Medicago sativa tir kompleksi igerisindeki birimlerin taksonomik
iliskisi[30].

Cizelge 2.3.1.1 Medicago sativa tiir kompleksinin diploit alttiirleri[5].

M. sativa

Sar1
subsp. falcata
M. sativa Mor
Menek Kivrilmis
subsp. caerulea enekse
M. sativa
Ebruli Melez

subsp. hemicycla
(Melez)




Cizelge 2.3.2.1 Medicago sativa tiir kompleksinin tetraploit alttiirleri[5].

M. sativa

subsp. sativa Menekse
M. sativa
Sar1
subsp. falcata
M. sativa
subsp. varia Ebruli Melez
(Melez)

2.3.1 Komplekste Genetik Yapi

Diploit alttiir falcata ve caerulea’nin kendi igerisinde melezlesmesi diploit hemicycla
hibritinin olusumuna izin verirken tetraploit alttiirler olan sativa ve falcata ise alttiir
varia hibritinin olusumuna izin vermektedir. Komplekste gerceklesen gen akis1 genetik

cesitliligin 6nemli bir pargasini olusturmaktadir[27].

Diploit ve tetraploit alttiirlere ait gen havuzunun belirlenmesi genetik ¢esitlilik ve
populasyon yapilarinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in 6nemli bir kaynak sunmaktadir[8]. Mor
cicekli alttiirler olan diploit caerulea ve tetraploit sativa sicak bolgelere adapte
olmuslardir. Mor ¢igekli alttiirlerin yayilis alanlar1 igerisinde oldugu diisiiniilen ilk bolge
Kafkas Bolgesi[3, 4, 28, 31], diger bolge ise Kazakistan ve Ozbekistan’1 iceren Orta
Asya bolgesidir[4, 31]. Ayrica Akdeniz bolgesi ve Giiney Asya’da yayilis gosterdigi



bilinmektedir fakat tetraploit sativa Avrasya ve Kuzey Afrika bolgesinde daha fazla
yayilig gostermektedir. Tetraploit sativa’nin genetik kaynagmin biiyiik olasilikla diploit
cearulea’dan indirgenmemis gametler yoluyla ortaya ¢iktig1 ve kiiltiir yoncasinim 1slahi
ile gelistigi diisiiniilmektedir[4]. Kiiltiir yoncasinin verimi diploit alttiirlerden daha fazla
oldugu i¢in ekonomik agidan daha fazla 6neme sahiptir. Bu durum ise alttiir sativa’nin

diinyada daha hizli yayilmasina neden olmustur[8].

Kompleksteki alttiirler arasinda yer alan, sar1 ¢icekli ve oraksi tohum sekline sahip olan
alttiir falcata Almanya’dan Dogu Sibirya’ya ve Karadenizden Kuzey Rusya’ya kadar
yayilis gostermektedir. Ayrica soguk bolgelere oldukga iyi adapte olmakta ve modern
cesitler icin kisa dayanikliliga katkida bulundugu disiiniilmektedir[4, 32]. Bunun
yanisira alttiir falcata yonca islah ¢alismalart i¢in verim artisina katkida bulunma
potansiyeline sahiptir[33, 34, 35, 36]. Bu alttiir dogada hem diploit hem de tetraploit
sitotiplere sahiptir. Takson igerisinde diploit alttiirlerin hibridi alttiir hemicycla,
tetraploit alttiirlerin hibriti ise alttiir varia’dir. Bu hibritler her iki grup igin ara gigek
rengi ve tohum sekline sahiptirler. Taksonlar igerisinde hibridizasyon mevcuttur ve
farkli ploidi diizeylerinde bile indirgenmemis gametler yoluyla gen akisi

olmaktadir[27].

Yoncanin genetik kaynak koleksiyonlari, bitki 1slah programlar1 i¢in hayati dneme
sahiptirler. Ciinkii 1slah materyallerini desteklemek amaciyla bu genetik kaynaklar
kullanilmaktadir. Ayrica genetik ve koruma c¢alismalari i¢in uygun genetik kaynak
se¢iminde yardimci olmaktadirlar[37, 38]. Amerikan Tarim Bakanligi Genetik
Kaynaklar1 Boliimii (USDA-GRIN) diinyadaki en biiyiik genetik kaynak koleksiyonunu
korumakta ve komplekse ait tiim diinyadan toplanmis 4000’den daha fazla aksesyonu

icermektedir.



2.3.2 Kompleksin Populasyon Yapisi

Medicago sativa—falcata kompleksi’nin populasyon yapisinin belirlenebilmesi igin
kompleksin diploit ve tetraploit iiyeleri kullanilarak ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Kompleksin diploit alttiirlerine ait populasyon yapisinin degerlendirildigi temel
calismada[5] caerulea alttiirii ile falcata alttiiriiniin birbirinden ayrildigi molekiiler
belirtecler ve bunlarin analizi neticesinde belirlenmistir. Diploitler i¢in diinyanin farkli
cografyalarindan elde edilen farkli yonca populasyonlar1 kullanimistir. Bu
populasyonlar Amerika’da bulunan ve diinyanm en biiylik genetik kaynak rezervi olan
USDA-GRIN sisteminde kayitli olan alttiirlerden olusturulmustur. Her iki alttiire ait
morfolojik farkliliklar genetik markirlarla desteklenerek ayrim dogrulanmistir. Analizler
derinlestirildiginde ise hem caerulea alttiiriiniin hem de falcata alttiiriiniin kendi
iclerinde ikiser alt populasyona ayrildigin1 da ortaya koymustur. Bu ayrilma caerulea
alttiirinde kuzey ve giiney yayilis alanlar1 temelinde cografik olarak gerceklesirken,
falcata alttiiriinde ekocografik olarak gerceklesmistir. Ayrica burada diger bir alttiirii
ifade eden kiime olan hemicycla genomuna ait populasyonlarin bagimsiz bir grubu

olusturdugu saptanmistir[5].

2.3.3 Kompleksin Bilinmeyenleri

Komplekste, diploit alttiirler, bunlarin siniflandirilmasi ve populasyon yapisi
bilinmektedir. Siniflandirma i¢in sadece diploit alttiirlerin kullanilmas1 yeterli degildir.
Bu baglamda tetraploit tiyelerin de molekiiler diizeyde (markir destekli) ¢aligilmasi ve
siniflandirilmas1 gerekmektedir. Gerek tetraploit iyelerin gerekse diploit iiyelerin

calisilmasiyla birlikte kompleks hakkinda daha fazla bilgi elde edilecektir.

2.4 Molekiiler Markarlar

Bitkilerin sistematik analizleri i¢in yogunlukla canlilarin morfolojik 6zelliklerinden
yararlanilmaktadir. Morfolojik olarak ortaya ¢ikan cesitlilik, genetik ¢esitliligin sadece
kiigiik bir yilizdesini olusturdugu gibi, genetik ¢esitliligin biiyiik bir kismi1 da morfolojiye



yansimamaktadir[39]. Molekiiler markirlar, DNA’nin bir pargasi ya da belirli bir genle
beraber kalitilan DNA parcasi olarak tanimlanabilirler. Canlilarin yapisini belirleyen
sifre de DNA zincirlerinde bulundugu i¢in markirlar, canli populasyonundaki gesitlilik
veya genotipler arasindaki iligkilerin tespitinde %100’e¢ yakin giivenilirlige
sahiptirler[40]. Yaygin olarak kullanilan markir metodlari; RFLP, RAPD, AFLP, ISSR,
SCAR, STS, CAP, SSR, EST, SNP ve DarT seklinde siralanabilir[39].

2.4.1 SSR: Basit Dizi Tekrarlan (Simple Sequence Repeats) / VNTRs: Cesitli
Sayida Ardisik Tekrarlar (Variable Number Tandem Repeats)

Yiiksek organizmalarda heniiz gorevleri tam olarak bilinmeyen fakat diizenleyici rollere
sahip olduklar1 diisiiniilen, rastgele olarak ardisik tekrarlanan, 2-6 niikleotit gruplarindan
olusan bolgeler bulunmaktadir. Bu tekrarlar igerdikleri niikleotit sayisma gore
mikrosatellit veya minisatellit olarak adlandirilmaktadirlar. (AT), (GT), (ATT), (CTT)
veya (GATA) gibi niikleotitlerin n sayida tekrarlarindan olusmaktadirlar.
Mikrosatellitler aym1 zamanda STR (Short Tandem Repeats) veya SSR (Simple
Sequence Repeats) olarak da ifade edilmektedirler. 11-60 bp uzunlugundaki
tekrarlardan olusan minisatellitlerden (VNTR: Variable Number Tandem Repeats)
farklidirlar[40]. Yiiksek diizeyde polimorfizm gostermelerinin yani sira kodominant
olmalar1, PCR yoluyla hizl1 bir sekilde ¢ogaltilabilmeleri ve bilinen primerlerinin olmasi
gibi olumlu yo6nlerinden dolayr SSR markirlar1 diger markir sistemlerinden daha
kullanisli ve verimlidirler[41]. EST (isaretli ifade Edilen Diziler)’ler 150-400 baz cifti
biiytikligtinde olup farklit mRNA’larin tamamina veya belli bir béliimiine karsilik gelen
cDNA klonlarinin dizi analizi sonucu olusturulmus DNA markirlaridir. Bu markirlar,

tanimlama ve haritalama ¢alismalarinda kullanildiklar1 gibi SSR’larin belirlenmesinde

de kullanilmaktadirlar[42].

2.4.2 Molekiiler Markirlarin Komplekste Kullanilmasi
Restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizmleri (RFLP) analizi vasitasiyla
mitokondrial DNA varyasyonunun degerlendirildigi bir ¢aligma gerceklestirilmistir.

Calismanin neticesinde, tiim veri setinde (155 birey) yirmi iki mitotip teshis edilmistir.
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Tahmin edilen sahanin orjininden (Merkezi Asyanin yakin dogusu) elde edilen yabanil

havuzunda cesitlilik yiiksek olarak bulunmustur[43].

Polimorfik DNA markirlar1 olarak bilinen SSR lokuslarinin kullanimi, birincil olarak
kolayliklar1 ve populasyon genetik analizleri giiciinden dolay1r hem ¢alisma miktarinda
hem de organizma miktarinda son on yili askin bir siiredir oldukca yayginlasmustir[44].
Cok yillik Medicago tiirleri ve populasyonlar1 arasmndaki varyasyonun diizeyini
belirlemek amaciyla SSR markirlar1 kullanilarak birka¢ calisma gerceklestirilmistir.
Diwan ve arkadaslari[45] SSR markirlarini ilk kez Medicago’da gelistirmislerdir. Bu
arastiricilar, yoncada genetik c¢esitliligi tanimlamak ve genotipler arasindaki genetik
iliskiyi analiz etmek i¢in SSR’larin nasil kullanilabildigini géstermislerdir. Mengoni ve
arkadaglar1[46] kiiltiir yoncas ¢esitlerindeki polimorfizmi belirlemek i¢in kloroplastik
SSR’1n giiciinii teyit etmislerdir. Son zamanlarda, 107 SSR’dan olusan bir takim ile M.
sativa’da haritas1 ¢ikarilmis[47] ve bu haritanin Medicago truncatula ile
karsilastirilmas1 yapilmustir. Ilerleyen zamanlarda ise komplekste yer alan birimlerin
sistematik konumlar1 i¢in molekiiler markirlar kullanilmaya baslanmistir[5, 6, 7, 29,
48]. Bu amagla yapilan en detayli calismalarda[5, 6] diploit alttiir falcata ile
caerulea’nin ayristig1 tespit edilmistir. Molekiiler araglar ayni zamanda genetik
cesitliligin merkezlerini tespit etmek amaciyla da kullanilmislardir. Alttiir caerulea’nin
cesitlilik merkezinin tespiti amaciyla yapilan ¢alismada, Kafkasya ve Orta Asya kokenli
populasyonlarin ortalama Fst degeri, allel ¢esitliligi ve heterozigotik degeri
karsilastirilmis ve Giiney Kafkasya bolgesinin, alttiir caerulea’nin ¢esitlilik merkezi

olabilecegi 6nerilmistir[48].

2.5 Linkage Esitsizligi (LD) ve Kompleks

Bitki 1slah programlarinda fenotipik varyasyona sebep olan DNA polimorfizmlerini
tespit etmek gittikge yayginlasan bir hedeftir[49]. Tarihsel olarak, molekiiler markirlar
kullanilarak kontrollii ¢aprazlamalar sonucu ayrisan populasyonlar fenotip ile genetik
materyal arasindaki iliskiyi tespit etmede kullanilmistir[50]. Son doénemlerde ise bu
amag dogrultusunda ‘Association Mapping (iliski Haritalama)’ ¢alismalar1 kullanilmaya

baglanmigtir[51]. Bu  haritalama tekniginde bir populasyon igerisindeki
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rekombinasyonun zaman igerisinde kromozomdaki esitsizlikleri ¢ok kisa kromozomal
mesafelere daraltacagi ger¢eginden haraketle DNA varyasyonlari ile fenotip arasinda
istatistiksel iliski kurmayi hedeflemektedir[52]. Linkage esitsizliginin genomdaki
mesafesi genotip ve fenotipler arasindaki iliskilerin belirlenmesi igin ihtiya¢ duyulan
markirlarin sayisinmn belirlenmesinde ve haritalama stratejisinin  kurgulanmasinda
onemli bir paramatredir[53, 54]. Sonu¢ olarak iliski haritalama ¢alismalar1 i¢in
genomlarin LD yapist bilgisine ihtiya¢ duyulmaktadir[55]. Komplekste tiim genoma ait
LD’nin diizeyi ve uzunlugu yabani diploit populasyonlar ile bir tetraploit islah
populasyonunda SSR markirlar1 kullanilarak hesaplanmis ve LD’nin ¢ok kisa
mesafelerde bile tamamen yok oldugu gorilmistiir[5, 56]. Gen i¢i LD hesaplarinda ise
yine diploit birimlerde ve bazi tetraploit islah populasyonlarinda hesaplanmis ve 500

baz mesafesinden sonra LD’nin diistiigii tespit edilmistir[57].

2.6 Literatiir Ozeti

Giintimiize kadar konuyla ilgili pek ¢ok calisma gergeklestirilmistir. Bu ¢caligmalar daha
cok kompleksin iiyelerini belirlemeye yonelik, degisik markirlarm kullanildig:
populasyon yapist analizleri, genetik c¢esitlilik analizleri, molekiiler siniflandirma

analizleri seklinde karsimiza ¢ikmaktadir.

SSR markirlar1 kullanilarak kompleksin diploit birimlerinin populasyon yapismin
anlasilmasi i¢in yapilan bir ¢alismada, morfoloji temelli mevcut siniflandirmanin
molekiiler markir bilgileri ile ortiistiigii ortaya ¢ikmustir. M. sativa subsp. falcata ile M.
sativa subsp. caerulea nin genetik olarak ayristigi net olarak tespit edilirken M. sativa
subsp. hemicycla nin melez oldugu teyit edilmistir. Bunlara ilaveten M. sativa subsp.
caerulea ile M. sativa subsp. falcata'nin kendi iglerinde ikiser ekotipe ayrildigi
bulunmustur. Alttiir caerulea’ya ait aksesyonlar bulunduklar1 enlemlere gore ayrigsirken
alttiir falcata nm populasyonlarindaki ayrisimin ekocografyaya dayanmakta oldugu

tespit edilmistir[5].

Yapilan diger bir ¢alismada, 89 mikrosatellit markir1 ile gosterilen {ig alttiiriin (M. sativa
ssp. caerulea, falcata ve hemicycla) yaygin dogal varyasyonu 120 aksesyondan elde

edilen 374 bireysel genotipin degerlendirilmesiyle yabanil diploit yonca genetik
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kaynaginin populasyon genetik yapisi analiz edilmistir. Genom kompozisyonu
simpatriksel olarak biiyiimiis olan alttiirlerin igerisindeki alttiirler ya da gruplarin oldugu
yerlerde olduk¢a fazla miktarda gen akisinin oldugunu gostermektedir. Bu sonuglarin
1islahgilara genetik kaynak gelistirme uygulamalarinda maksimum boyutlarda gesitlilik
icin  uygun  diploit  aksesyonlarm  tanimlanmasinda  yardimc1  olacagi

diistiniilmektedir[29].

Yapilan bir bagka calismada, yoncanin yabani - kiiltlir tiir kompleksinde oldugu
disiiniilen 1ki noétral cekirdek lokusunda DNA sekans cesitliligi arastirilmastir.
Calismanin neticesinde, yiiksek diizeyde polimorfizm bulunmustur. Kiiltiirlestirilmis
havuz, yabani havuzdan ortalama %31 daha az ¢esitlilik tasimaktadir fakat lokuslar
arasinda yiiksek bir farklilik tasimaktadwr. Kiiltiirlesme prosesinin birlestirilmis
simiilasyonlar1 bu sonucun tahmin edilen sabit bir populasyon boyutuyla
aciklanamayacagini fakat daha cok kiiltiirlesme sirasinda niifussal bir sise boynu etkisi
ile uyumlu oldugunu gostermistir. M. sativa tiir kompleksinin iligkili alttiirleri
arasindakine benzer olarak yabani ve kiiltlirlestirilmis formlar arasinda ¢esitliligin ¢ok
diisiik bir diizeyi belirlenmistir. Bununla birlikte yabani Ispanya populasyonlarmim
orjinalligi mitokondrial DNA polimorfizmi temelinde gézlenmis ve onaylanmistir. Bu
sonuglar, populasyon i¢i polimorfizminin 6rnekleri ile birlikte tarihsel niifus ve evrimsel
prosesleri arastirmak i¢in mitokondrial DNA ve fenotipik degerlendirmelere
tamamlayic1 olarak c¢ekirdek dizi polimorfizminin umut verici bir ara¢ olabildigini
gostermektedir[32].

Diger bir ¢alismada ise, falcata genetik kaynagmnin genis bir kapsamda morfolojik
varyasyonunu arastirmak ve falcata morfolojik varyasyonunun kendiliginden alttiir
sativa ile hibrit ¢aprazlarindaki falcata genetik kaynagindaki performansla nasil iligkili
oldugu belirlenmistir. Caligma kapsaminda yerel alttiirleri kapsayan 40 populasyondan
elde edilen falcata genotipleri se¢ilmistir ve biyokiitle verimi, bitki genisligi, bitki boyu,
biiylime tarzi, biyokiitle yogunlugu, bitki olgunlugu ve kesim sonrasi yeniden biiylime
karakterleri genotiplerde 6l¢iilmiistiir. Ayrica, bliylime sezonunda onlarin hibrit soylar1
iic kez gerceklesmistir. Bunun yani sira, haftalik bitki boylar1 6l¢lilmiis ve biiyiime
oranlar1 bir Gompertz fonksiyonu ile belirlenmistir. Falcata parental genotipleri; bitki

genisligi, bitki boyu, biliylime tarzi, yogunlugu ve erigkinligi i¢in fenotiplerin tam bir
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cesidini gostermistir. Heterosis sadece biyokiitle verimi i¢in gozlenmemis ayni1 zamanda
bitki eni, bitki boyu ve daha dik biiylime aligkanlig1 i¢in de gozlenmistir. En verimli
sativa — falcata hibritleri; bitki eni, bitki boyu ve bitki yogunlugu ile artmistir. Avrupa
genetik kaynagi Asya materyalinden daha uzundur ve daha hizli yeniden biiyliime
gostermistir. Sativa — falcata hibritleri birinci ve tiglincii hasatlardan onceki, sadece iki-
iic haftaya kadar olan biiylimeden sonra yari alttiirlerden {istiin biyokiitle verimi
olusturmustur. lkinci hasattan once biyokiitle iiretimi ortalama 30 giin icin yari
alttiirlerden daha diisiik olarak belirlenmistir. Bir ebeveyn olarak falcata kullanilan
hibritler diisiik seviyedeki yeniden gelisimlerinden dolay1 yogun hasat iiretimine son

zamanlarda adapte olamamuiglardir[36].

SSR markirlarinin degerlendirildigi bir ¢alismada, Medicago cinsinden elde edilen, SSR
iceren sekanslarin varligi icin gen bankasi arastirilmig, yonca genomunda SSR
DNA’sinin varhigi ile frekansi degerlendirilmis ve ¢ok yillik-tek yillik Medicago
tiirlerinin bir spektrumunda se¢ilmis markirlarin fonksiyonu belirlenmistir. Bir yonca
genomik DNA kiitliphanesinin taranmast ve SSR’lar1 tasidigi diisiiniilen klonlarm
sekanslanmasi, tetraploit genomda yaklasik olarak 19000 (AT), + (CT), + (CA), +
(ATT)p nin oldugunu gostermistir. Farkli temel motifleri ile se¢ilmis 4 SSR lokusunda
kalitim Mendel beklentileri ile uyum gostermistir. Ek olarak, Medicago tiirlerinin bir
dizi genotipi de uyum géstermistir. M. sativa kompleksinin ¢ok yillik 10 alttiirii ve diger
cok-tek yillik Medicago tiirleri herbir genotipte, herbir lokustaki SSR allellerinin
varligini, sayisin1 ve boyutunu 6grenmek i¢in lokuslarin herbirinde analiz yapilmustir.
Bu c¢alismalar, genetik haritalarin yapimi i¢in yoncada SSR markirlarinin fonksiyon
gorebildigini ayrica genotip teshisi, genetik iliskileri degerlendirme ve taksonomik
iligkileri degerlendirme amaglar1 i¢in Medicago tiirlerinin bir serisinde kullanish

olabilecegini gostermektedir[45].

Iki farkli markir grubunun kullanildigi baska bir ¢alismada, Italya ve Misir genetik
kaynaklarindan elde edilen yoncanin dort ekotipi ve iki varyetesinde rastgele ¢ogalmis
polimorfik DNA (RAPD) ve mikrosatellit varyasyonunun diizeyi degerlendirilmistir. 10
populasyondan toplanan 100 bitkilik bir 6rnek, 41 RAPD markir1 ve 37 basit dizi tekrar
(SSR) markirlar1 vasitasiyla analiz edilmistir. Hem kiiltiir populasyonlarinin herbiri

icerisinde c¢ok yiiksek derecede genetik c¢esitliligin oldugu hem de mevcut bitkilerin

14



herbiri i¢in essiz bir parmakizi yonteminin tasarlanabildigi belirlenmistir. Bitkiler ve
populasyonlar arasindaki genetik iliskiler AMOV A (Molekiiler Varyans Analizi) ve Fst
analizleri ile hesaplanarak analiz edilmistir. RAPD’ler Misir varyetesinden italyan
populasyonlarin1 ayirt etme yetenegi gdstermistir. SSR’lar ise dort Italyan yonca
ekotipinin giiglii ayrimina olanak tanimistir. RAPD ve mikrosatellitlerin tetraploit
yoncada genetik varyasyon ve genetik iliskiyi degerlendirmek igin kullanish ve giiclii

araglar olabildigi sonucuna varilmistir[46].

Genetik yap1 ile genetik harita hazirlama zorlugu arasindaki iliskinin degerlendirildigi
bir ¢alismada, ayrisan populasyonlarda QTL’leri belirleyebilmek amaciyla EST
database’inden elde edilen model baklagil Medicago truncatula’da ¢ogu tanimlanmis
olan mevcut kodominant mikrosatellit —markirlar1  (SSR’lar)  kullamilmstir.
Ototetraploitler i¢in 6zel haritalama prosediirleri kullanilarak AFLP ve SSR markirlar1
ile bir genetik harita insa edilmistir. Haritalanan bir yonca populasyonunda tetrasomik
kalitim insa edilmistir. Calismada, yonca DNA’s1 ile ¢ogaltilmig Medicago truncatula
EST database’inde SSR motiflerinin herbir yaninda primer c¢iftlerinin %80 ’inin
tanimlandig1 kanitlanmistir. Magali ve Mercedes kiiltiir yoncalarindan elde edilen 2
heterozigot parental bitkinin c¢aprazlanmasi sonucu olusturulan 168 bireylik bir F;
haritalama populasyonu kullanilmistir. Neticesinde 599 AFLP markir1 ve 107 SSR
lokusu elde edilmistir. Sadece 3 lokus, acgik bir tetrasomik kalitim gostermistir. Cogu
SSR lokusu i¢in ¢ift indirgenme durumu onemli degildir. Diger lokuslar icin 6zel
olmayan genotipler olusturulmustur. Bdylece Onemli ¢ift indirgenme, ayrigim
bozuklugundan ortaya ¢ikabilmektedir. Herbir ebeveyn i¢in genetik harita dort homolog
kromozomun 8 grubunu tasimaktadir. Haritalarin uzunlugu Magali ve Mercedes
ebeveynleri i¢in markirlar arasinda 7.6 ve 9 cM’lik ortalama bir mesafe ile sirasiyla
2649 ve 3045 cM’dwr. Sadece SSR markirlar1 kullanilarak 709 c¢M’1 kapsayan bir

bilesim haritas1 insa edilmistir[47].

Diger bir ¢alismada, diploit (2n = 2x = 16) yoncanin gelistirilmis bir genetik haritasi,
137 bireysel bitkiden olusan bir F, populasyonunda 800’den fazla genetik markirin
kalitim analizleriyle gelistirilmistir. Medicago sativa ssp. quasifalcata x Medicago
sativa ssp. caerulea gaprazinm bir bireysel F; hibritinin kendi kendine déllenmesinden,

F, ayrisma populasyonu elde edilmistir. Bu haritalama populasyonunun 6nceki yonca
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genetik haritasmim yapimi i¢in kullanilan ile ayni oldugu gorilmiistiir. Maximum-
likelihood esitlikleri ve iliskili bilgisayar programlart kullanilarak genetik analizler
gerceklestirilmistir. Kendisinde gelistirilen yoncanin genetik haritasi 8 linkage grubunda
868 markirdan (4 morfolojik, 12 izozim, 26 tohum proteini, 216 RFLP, 608 RAPD ve 2
6zel PCR markir1) olusmaktadir. 80 markir, bilinen genler, onceki 2 tanesi sitolojik
olarak lokalize genleri icerenler, rDNA ve tubulin lokuslaridir. Genetik harita ortalama
0.8/cM’lik bir markir yogunlugu ile 754 ¢M’lik alan1 kapsamaktadir. Fiziksel ve genetik
mesafeler arasindaki iliski herbir santimorganda yaklasik 1000-1300 kilobaz ciftidir. Bu
haritada 6, 7 ve 8 linkage gruplarinda bazi markirlarin linkage iligkisi bir Once
yayinlanmis olandan farklhidir. Bu ¢eligkinin nedeni bozulmus ayrigsma gésteren genetik
linkage markirlarinin baglantis1 kopmus yapay olarak bagl genetik bdlgelerine sahip
olmasidir. Rekombinasyon fraksiyonlarindaki fazla miktardaki heterozigot genotiplerin
dezavantajli etkisinden kurtulmak i¢in yaniltici linkageleri digsarida birakmaya ve
genetik mesafeleri daha dogru bir sekilde tahmin etmeye izin veren yeni tanimlanan

maximum-likelihood formiilleri ve renkli haritalama yontemleri kullanilmistir[58].

Populasyon farklilasmasinin degerlendirildigi bir ¢alismada, hem allozimler hem de
kantitatif karakterler konusunda, yabani ve kiiltiir gen havuzu arasindaki ve igerisindeki
populasyon farklilasma 6rnegi Ol¢iilmiis ve karsilastirilmistir. Cesitlilik 6rnekleri dogal
populasyonlarin ii¢ ¢esidini tanimlamistir. Birincisi, baz1 populasyonlar hem allozimler
hem de kantitatif karakterler bakimindan arada yer almaktadir. Bu durum, iiriinden
yabani Orneklere gen akisinin bazi lokasyonlarda hibrit populasyonlar olusturdugunu
gostermektedir. ikincisi, bazi1 populasyonlar hem allozimler hem de Kkantitatif
karakterler bakimindan, tiim kiiltiirii yapilmis yerel wklardan farklilik géstermetedir. Bu
durum muhtemelen dogal ya da kiiltiir populasyonlarinda niifussal plansizliktan dolay1
yer ve zaman bakimindan degisebilen gen akis1 ile sonu¢lanmaktadir. Ugiinciisii ise,
kiiltiirli yap1lmig yerel irklardan saglanan farklilasma iki populasyonda sadece kantitatif
karakterler i¢in basarilmistir fakat allozimler i¢in basarilamamistir. Bu durum ise bazi
lokasyonlarda dogal seleksiyonun, dogal caprazlanan populasyonlarin igerisine kiiltiire
edilmis karakterleri yerlestirmek icin gen akismma karst  koyabilecegini

gostermektedir[59].
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Yapilan bir ¢alismada, yonca hastaliklar1 ve bocek direncine adapte olamamis iki
genetik kaynak (Medicago sativa ssp. sativa Peruvian ve M. sativa ssp. falcata
WISFAL) ve Kuzey Amerika’nin adapte olmus kiiltiir yoncalar1 arasinda genetik
cesitlilik ve kombine olmus yetenegi degerlendirilmistir. Populasyon yapisi1 analizleri
WISFAL ve Peruvian genetik kaynaklarmin kiiltiir yoncalarindan elde edilenlere gore
genetik olarak oldukca farkli olduklarmi ortaya koymustur. Halbuki, Peruvian kiiltiir
yoncalarina goreceli olarak daha yakin bulunmustur. Peruvian ve WISFAL genetik
kaynaklar1 yeni bir hibrid populasyonun olusumuna aracilik etmislerdir. Bu populasyon
numuneler olarak ii¢ kiiltiir yoncasi ile test edilmis ve caprazlanmistir. Geri ¢aprazlama
atalart; hibrid populasyon, orjinal genetik kaynaklar (Peruvian, WISFAL ve kiiltiir
yoncalar1), ti¢ kiiltlir yoncas1 ve kiiltiir yoncalarni {i¢lii hibritinin Peruvian ve WISFAL
geri ¢aprazlamalari i¢in yem verimi amaciyla degerlendirilmistir. Calisma, Amerika’da
Temuco, Sili, Arlington ve Wisconsin sehirlerinde gergeklestirilmistir. Arazi iki sezon
boyunca hasat edilmistir. Bu degerlendirmelerden elde edilen sonuglar, Peruvian x
WISFAL populasyonu ve onlarin kiiltiir yoncalar1 arasindaki hibritlerin, kiiltiir yoncalar1
kadar verimle sonuglandigini ortaya koymustur. Peruvian ile WISFAL arasinda ve bu
genetik kaynaklar ile kiiltiir yoncalar1 arasinda heterosis gozlenmistir. Her bir genetik
kaynagin, farkli Onemli allelleri tasidigir belirlenmistir. Peruvian ve WISFAL
populasyonlar1 kiiltiir yoncalarmma tamamlayici olan farkli lokustaki allelleri
tasimaktadirlar. Tek bir populasyonda bir araya gelen ve zenginlesen bu alleller yonca

kiiltiirleri ile gelistirilmis birlesme yeteneginde sonuglanabilmektedirler[60].

Diger bir calismanin konusu ise, sekiz SSR markir1 ile 1slah havuzunda ve Kkiiltiirler
arasinda bir 1slah programindan orjinlenen yedi kiiltlir arasindaki farklilagsma diizeyini
arastrmaktir. Herbir lokustaki allellerin sayis1 3 ile 24 arasinda degismektedir.
Muhtemelen null allellerden dolay1 sadece bir istisna ile kiiltiir yoncalarinda tiim
lokuslar bir panmiktik dengesinde olarak belirlenmistir. Yedi SSR lokusu ile her bir
kiiltiir panmiktik dengesi bulunmustur. Kiiltiir yoncalarinda ortalama gen cesitliligi
0.665ten 0.717’ye kadar siralanan aralikta oldukga yiiksek ¢ikmistir. Bunlar arasindaki
cesitlilik diisiik fakat onemli bir Fst parametresi gostermistir. 21 ¢ift kiiltlir yoncas:
arasinda 15 tanesi dnemli derecede farkliliga sahip olarak ortaya ¢ikmistir. Islah havuzu
da ytiksek bir gesitlilige sahiptir ve en yeni olanin disinda herbir kiiltlir yoncasindan

onemli derecede farklidir. SSR lokusundaki populasyon genetigi parametrelerinin
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tahmini varyete ayrimi ya da genetik kaynaklarin kullanilmasi i¢in kiiltiir yoncalar1 ya

da populasyonlar arasinda degerlendirilen farkliliklar i¢in uygulanabilir olmaktadir[61].

Iran yoncasi igin yapilan bir diger gelismada ise Kerman populasyonunda (diisiik
enlemeler) ortalama genetik gesitlilik 0.82 seklinde ve Ghareyonjeh populasyonunda
(daha yiiksek enlemler) 0.93 seklinde bulunmustur. Populasyonlar arasindaki genetik
iliskiler UPGMA algoritmasiyla kiimeleme analizi kullanilarak analiz edilmistir.
Populasyonlar aras1 genetik cesitlilikteki degisimler enlem degisimleriyle uyumlu olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar SSR markirlarinin populasyonlar icerisindeki ve
populasyonlar arasindaki genetik cesitliligi degerlendirmede ve genetik farklilasmanin
tahmininde yonca populasyonlarmin tanimlanmasi i¢in kullamigli  olduklarmi

gostermektedir[62].

Yapilan bir ¢calismada ise, 4X-2x ¢aprazlarindan sayisal olarak indirgenmis gametler ve
partenogenetik olarak gelistirilmis haploitlerden yararlanilarak eseysel olarak diploit ve
tetraploit yonca populasyonlari iiretilmistir. Farkli plodi diizeylerinde bireylerden ziyade
genetiksel olarak kiyaslanabilir populasyonlarin asir1  kolsisin  ile  katlandigi
bilinmektedir. Ek olarak ayni sitoplazmada her iki ploidi seviyesi gozlenmektedir.
Populasyonlar, yapisal olmayan karbonhidratlarin toplam yiizdesi (TNC), toplam azot
yizdesi (N), U¢ yapraklilarin taze yaprak agirligi, glukoz-6- fosfat dehidrogenaz
(G6PDA) aktivitesi, DNA ve suda ¢oOziinlir protein konsantrasyonu (WSP) seklinde
takip eden karakterlerin analizi igin bir fidanlik alaninda ve kuru madde (DM) iiretimini
belirlemek amaciyla otlak alanlarda yetistirilmistir. Beklendigi gibi, DNA, WSP ve N’in
konsantrasyonlar1 temelde diploitlerde ve tetraploitlerde ayni olarak tespit edilmistir.
Tetraploit/diploit orani, ploidi ile gii¢lii bir sekilde etkilenen bu karakterleri gostererek
kuru madde verimi i¢in 2.10, {i¢ yapraklilarin taze yaprak agwrhigi icin 2.05, g
yapraklilarin DNA’s1 i¢in 2.09 ve ii¢ yapraklilarin G6PDA’s1 i¢cin de 1.78 seklinde
bulunmustur. Ug yapraklilarm G6PDA’s1 tetraploitlerde daha yiiksek olarak
belirlenirken ploidiye ek faktorler tarafindan etkilenen bu enzimin aktivitesini gosteren
sadece bir D-T Kkarsilastirmasinda Onemli derecede yiiksek olarak belirlenmistir.
Fenotipik farkliliklar, artan gen dozaji (poliploidi) ve genetik diizenleme arasindaki bir

kompleks etkilesiminin sonucu olarak kanitlanmistir[63].
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Yapilan farkli bir ¢aligmada mor petalli nodiilsiiz tek bir MN-1008 mutant yonca
bitkisinin 7000’den fazla ¢igegi diploit sar1 ¢igekli tek bir yonca bitkisinden elde edilen
polen ile ¢aprazlanmistir. Bu ¢aprazlamalardan elde edilen olgun tohumlar toplanmistir
ve sonrasinda DNA fingerprinting ile birlikte morfolojik ve sitogenetik analizlere maruz
birakilmak iizere ¢imlendirilmistir. Ayn1 nesilden gelen bir tanesi M. sativa DN-1008
gibi nodiilsiiz, mor ¢igekli diploit bir bitki olabilmesine ragmen 26 canli neslin disinda 6
tane hibrit bitki ve 19 tanesi de MN-1008’in kendini dolleyebilen tiirevleri
olabilmektedir. Bu diploit nodiilsiiz yonca bitkisi, simbiyotik kok nodiil gelisim
biyolojisi hakkinda daha fazla bilgi 6grenmek amaciyla nodiil olusumunun kapsamli
morfolojik, fizyolojik ve genetik analizlerini (gen klonlama ve haritalama)
kolaylastirmak i¢in baslangic materyali olarak gorev yapmaktadir. Diploit, nodiilli
hibrit F; bitkileri tiretmek i¢in DN-1008 sar1 ¢igekli diploit bir M. sativa ssp.
quasifalcata bitkisi ile ¢aprazlanmistir. Genetik analizlerde diploit bir durumda nn; ve
nn, genlerine ayrisan bir F, populasyonunun bir tetraploit populasyondakinden daha
kolay oldugu belirtilmistir ve F; bitkilerinin kendilestirilmesiyle olusturulabildigi ifade
edilmistir[64].

Yapilan bir baska ¢alismada, Giiney Manitoba (Kanada)’dan orjinlenen 12 adet yabani
yoncanin, 10 adet kiiltiir yoncasinin ve M. falcata genetik kaynaginin genetik cesitliligi
8 adet SSR markir1 ve 14 adet fenotipik karakter kullanilarak arastirilmistir. Calismanin
sonucunda yabani populasyonlarda gozlemlenmis genetik ¢esitliligin 10 kiiltiir yoncasi
arasinda belirlenmis gesitlilikle benzer oldugu bulunmustur. Molekiiler varyans analizi,
farkli yabani populasyonlardakilerden ziyade populasyonlar igerisinde (%99.8) olduk¢a
biiyiik miktarda genetik varyasyon ile ortaya ¢ikmistir. Kiime analizi notral lokus i¢in
yabani populasyonlar ve kiiltiir yoncalar1 arasinda farklilik géstermemistir. Fenotipik
karakterler i¢in yiiksek diizeydeki populasyon farklilagsmasi, adapte olmus karakterler
icin hetorojen varhigi gostermektedir. Burada calisilan fenotipik karakterler kiiltiir
yoncalarindan elde edilen yabani populasyonlardan farkli bir bi¢imde ayrilmamustir.
Calismada elde edilen sonucglar yabani yonca populasyonlarmin genetiksel olarak

degisitirilen yeni karakterlere ihtiya¢ duydugunu gostermistir[65].
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Genetik cesitliligin degerlendirildigi farkli bir ¢calismada yoncanin kiiltiir populasyonlar1
olan dort adet Iran populasyonundan elde edilen 48 bireysel bitkinin genetik cesitliligi
sekans-iligkili ~ ¢ogaltilmig  polimorfizm  (SRAP)  markirlar1  kullanilarak
degerlendirilmistir. 14 adet SRAP primer kombinasyonu, 95 tanesi polimorfik olan 193
fragment seklinde dretilmistir. Polimorfik fragmentlerin sayist her bir primer
kombinasyonu i¢in 6.78’lik bir bant ortalamasi ile 3’ten 10’a kadar siralanmistir.
Ortalama polimorfik bilgi icerigi (PIC) tiim primer kombinasyonlar i¢in 0.343 olarak
bulunmustur. AMOVA sonuglar1, populasyonlar aras1 genetik cesitlilikte (P<0.0001)
onemli bir farkliligin oldugunu gdstermesine ragmen populasyon igerisindeki varyasyon
tarafindan agiklanan genetik varyasyon toplam genetik varyasyonun %93.17’si olarak
hesaplanmistir. Markir verisinin aritmetik ortalamay1 kullanan agirliksiz ¢ift grup
metodu (UPGMA) analizi, gelistirilmis bir populasyon olan Kodi’nin yani sira
subtropikal (Yazdi) ve yar1 soguk (Hamadani ve Nikshahri) populasyonlarini bariz bir
sekilde ayrmistir. Calismanin neticesinde SRAP markirlarinin yonca populasyonlari
icerisindeki ve arasindaki gesitlilik ve akrabalik ¢alismalar1 igin kullanigli markirlar

olduklar1 sonucuna varilmistir[66].

Yapilan bir diger ¢alismada ise, Ladakh’in (Jammu ve Kashmir) trans-Himalaya
bolgesinin Leh vadisinden toplanan Medicago tiirlerine ait 25 aksesyon i¢ basit dizi
tekrarlart (ISSR) ve rastgele c¢ogaltilmigs polimorfik DNA (RAPD) markirlar
kullanilarak analiz edilmistir. Calismanin sonuglar1 toplanmis Medicago ekotiplerinde
genetik varyasyon diizeyinin degisken olarak yiiksek oldugunu (P=%96.54, 1=0.430,
Ht=0.285) ortaya ¢ikarmistir. RAPD yontemi ISSR yonteminden (%95.12) daha yiiksek
diizeyde polimorfik lokusa (%97.96) sahip olarak belirlenmistir. Dendrogramdan elde
edilen RAPD ve ISSR karsilastirildiginda gruplar icerisindeki genotiplerin kiimelesmesi
farkli olarak bulunmustur. Halbuki genotiplerin kiimelenme 6rnegi RAPD ve RAPD ile
kombine edilmis ISSR’de daha fazla ya da daha az olarak ayni1 sekilde ortaya ¢ikmustir.
Populasyonlar igerisindeki %30.23’lik genetik ¢esitliligi gosteren farklilasmanin
ortalama ortak etkinlik degeri (Gst) 0.0584 olarak bulunmustur. Populasyonlar
arasindaki gen degisimlerinin biiyiik bir kism1 ortalama tahmin edilen gen akismin tiim
degeri (Nm= 8.0682) seklinde ortaya ¢ikmistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA)
genetik cesitliliginin  dagiliminin  populasyonlar arasinda %49 ve populasyonlar

icerisinde %51 oldugunu gostermistir. Caligmanin neticesinde elde edilen genetik

20



varyasyon Medicago tiirlerinin genetik arastirmalar i¢in uygun bir bitki oldugunu ve
gelistirilmis yem-mera varyeteleri i¢in bu tiirlerin biiyiik potansiyele sahip olduklarmi

gostermektedir[67].

Genetik ¢esitliligin degerlendirildigi farkli bir caligmada, atasal testler iceren bes yonca
varyetesinin genetik c¢esitliligZi RAPD markirlar1 temelinde karakterize edilmistir.
Genetik cesitlilik analizi i¢in taranan 60 primerden 17 tanesi se¢ilmistir. 156 polimorfik
bant her bir primer i¢in 10.6’lik bant ile iiretilmistir. Polimorfik lokuslarn yiizdesi ve
sayisi, allellerin etkinlik sayisi, beklenen heterozigoti ve Shannon’s information index
ve genetik varyasyonu tahmin etmek amaciyla test edilmis tiim parametreler icin en
yiiksek degere sahip olarak belirlenmistir. Halbuki, RSI 20 varyetesi en diisiik seviyeyi
gostermistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA), %88.39’luk toplam genetik
varyasyonun varyeteler igindeki varyansina katkida bulundugunu gostermistir. Her bir
ornegin ve varyetenin kiime analizi, onlarin populasyon yapilarinda farkliliklar1 ortaya
cikarmistir. Zuzanna varyetesi ¢cok yiiksek bir diizeyde genetik varyasyon gostermistir.
Pecy ve RSI 20 varyeteleri goreceli olarak essiz olmalarina ragmen Banat ve Ghareh alt
populasyonlarda ikiye bolinmiistir. Bu galismada oOnerilen 1slah programlarinda,
arastirilmis genetik kaynagin artis yollar1 onlarin populasyon yapist ve c¢esitliligine
baglanmistir. RAPD analizi yar1 hibrit yonca 1slah1 programlarinda ana populasyonlarin
analizinde yeni homojen genetik kaynaklarin gelistirilmesi ve tamamlayict genetik

kaynagin gelistirilmesinde uygulanabilme potansiyeli géstermektedir[68].

SSR markirlarinin genetik ¢esitlilik i¢in kullanildig: bir ¢alismada, 24 aksesyon Kuzey
Cin’den toplanan orneklerle analiz edilmistir. Bu analizler allozim ve mikrosatellit
markirlar1 ile genetik varyasyon modellerini belirlemek i¢in yapilmistir. Polimorfizm
degerleri acisindan iki analiz sonucunda farkliliklar tespit edilmistir. Polimorfizm
oraninin mikrosatellitlerde daha yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Allozimler ve
mikrosatellit markirlar1 igin 24 populasyonda beklenen ortalama heterozigotluk
strastyla; 0.160-0.485 ve 0.274 ve 0.5316 seklindedir. Heterozigotluk i¢in ana gozlem,
24 populasyonun her bir lokusunda allozimler i¢in 0.422 iken SSR markirlar1 i¢in
0.4149°dur. Allozimler i¢in populasyonlar arasi genetik cesitliligin ortalama degeri
0.2733, populasyonlar arasi ortalama genetik c¢esitlilik ise 0.0473 olarak tespit

edilmistir. Gen farklilagsmas1 i¢in ana katsayr populasyon diizeyinde 0.1813 olarak
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tahmin edilmistir. Gst esas alinirsa populasyon diizeyinde gen akisi allozimler i¢in
1.4427, SSR markirlar1 igin ise 1.2040’tir ve bu da agik olarak populasyonlar arasi gen
akisina igaret etmektedir. Allozimlerde populasyonlar arasi diisiik diizey farklilagma:
Fst = 0.179; SSR markirlarda; Fst=0.1816 olarak temel genetik varyasyonlarin
populasyonlar boyunca uzandigini gosterir. Sonuglar Medicago ruthenica (L.)

populasyonlarinda genetik gesitligin yiiksek oldugunu gostermektedir[69].

Sahadaki yoncalarm genetik kaynaklarinin genetik farklilasmalarmi aydmlatmak ve
onlarin dahili varyasyonlarini incelemek amaciyla gergeklestirilen bir calismada,
Siwa’daki (Misir) on yedi ciftlikten yerel irk o6rnekleri toplanmistir. Biyozirai karakterli
iki yillik kiltiir mahsulii ve SSR markirlardan 6rnek kiitleler ile dordii Misir’l, tici
Italyan kiiltiir ile ¢alistlmistir. (120 bitki/populasyon) Siwa’nin mahsullerinin genetik
kaynaklar1 kuraklik sorunu olan kiiltiir yoncalariyla benzerdir ancak ilkel ve diisiik
sartlarda gelisen bitki formlarindan farklidir. SSR analizleri 31 polimorfik DNA
parcasina dayanmaktadir. Bunlar Siwa yerel wklarindan iki varyete grubu olarak
ayrilmistir. Siwa grubundaki varyasyon, biyozirai Ozellikler tasiyan tir ile onu
tamamlayic1 niteliktedir. Ortalama genetik benzerlik orani yiiksektir. (0.8959) ve
UPGMA diagrami yerel wrklar arasinda zayif izolasyona isaret etmektedir. Bunlara
ragmen iki O6rnek haricindeki diger biitiin Ornekler parmak izi teknigiyle analiz
edilmistir. Var oldugu diisiiniilen saf alttiirlerin yiiksek zirai degerleri yonca varyeteleri

icin yapisal yontemlerle tartisilmistir[70].

Ornek boyutunun ¢esitlilik ¢calismasina olan etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir
calismada ise, kodominant SSR markirlar1 kullanilarak disaridan doéllenen bir
ototetraploit tiir olan yonca populasyonlar1 arasindaki farkliliklarin teshisi igin Grnek
boyutu belirlenmistir. Yakin iligkili iki populasyonun her birinden elde edilen 120
genotip, 2 markir ile analiz edilmistir. 3 6rnek boyutunun (10, 20 ve 40 genotip) her biri
icin rastgele 20 alt Ornekleme yapilmistir. 120 genotiplik populasyonlar ile
karsilastirildiginda 10 genotiplik alt 6rneklemelerde oldukg¢a fazla bulunan allellerin de
dahil edilmemesine ragmen, 40 genotiplik alt orneklemelerde ¢ok uzun olmayan
allellerin nadiren bulundugu belirlenmistir. Iki populasyon arasindaki alt drnekleme
ciftleri icin Fg degerleri, 40 genotip temelinde daima Onemli derecede farklilik

gostermistir. Halbuki, 10 genotip i¢in ¢iftlerin yarisindan daha fazlas1 6nemli derecede
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farkliliga sahip degildir. Calismanin neticesinde 40 adet genotipin SSR markirlartyla
arastirilan tetraploit yoncanin yakin iliskili populasyonlar ile gesitlilik c¢alismalar
acisindan 6rnek boyutunun bir nedeni olabildigini ortaya koymustur. 20 genotip, biiyiik
Olcekli ¢alismalarda ekonomik bir alternatif olabilir fakat 10 genotip, giivenilir sonuglar

acisindan oldukga diisiik bir rakam olarak goriilmektedir[71].

Molekiiler biyolojinin yonca gelisimine olan etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada ise, son
yiizyili agkin bir siiredir molekiiler biyolojinin avantajlar1 ile birlikte yonca gelistirme
girigimlerinin etkinligi degerlendirilmistir. 1986 ve 1998 yillar1 arasinda Amerika
yakinlarinda eski yonca kiiltiirlerinin direnci ve verimi kiyaslanmistir. 1990’11 yillardan
itibaren olusturulan yeni kiiltiirler 6zelikle Eylil aymin ilk donemlerinde sonbaharda
dormansinin azalmasindan dolayr dordiincii hasatta daha yiiksek verimle
neticelenmistir. Gelistirilmis hastalik direnci ve kis sertligine direng¢ gibi faktorler
temelinde, yonca direncini gelistirme girisimleri de pek ¢ok lokasyonda yeterince etkili
olamamistir. Molekiiler biyoloji ve bunun paralelinde daha yiiksek verim,
giiclendirilmis yem ya da mera kalitesi ve direng gelisimi i¢in 6nemli zirai karakterleri
kontrol eden genlerin tanimlanmasi temelinde yonca gelisimi agisindan Onemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Yoncada poliploit yapiyla birlikte komplike bir sekilde
ortaya ¢ikan bazi genlerin tanimlanmasi yapilmistir fakat bu genlerin irettikleri
proteinler ve onlarin diizenlenme fonksiyonlar1 ile ilgili pek az seyin bilindigi
belirtilmistir. Bu genlerin istenen bir fenotipi elde etmek i¢in yoncaya transferi ile

etkinlikleri ortaya konacagi ifade edilmistir[72].

Tetraploit ve diploitler arasinda hibridizasyon olusturma amaciyla gergeklestirilen bir
caligmada, tetraploit (2n = 4x = 32) M. sativa ve diploit (2n = 2x = 16) M. falcata
arasinda somatik hibritler olusturmak ve onlarin genomik yapilarini analiz etmek
amaglanmigtir. M. sativa’nin Rangelander kiiltiiri ve M. falcata’nin  Wisfal-1
kiiltiirlinden rejenerasyon yetenegi i¢in seg¢ilen genotiplerden elde edilen protoplastlar
elektriksel olarak birlestirilmistir. Yedi somatik hibrit grubu iiretilmistir ve onlardan bir
tanesi rejenerasyonla bitkileri olusturmustur. Bu bitkilerin hibrit dogas1 ve genetik
kompozisyonu morfolojik, sitolojik ve molekiiler analizlerle degerlendirilmistir. Bitkiler
hiper-anoploidi (2n =33) ile sonuglanmistir ve onlar, bir translokasyon seklinde

konumlanma gdsteren ekstra uzun bir kromozomu igermistir. RAPD analizinde ebeveyn
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sekanslarmm her ikisinin de varligi bitkilerin dogru hibrit dogasini onaylamustir.
Ebeveyn genomlar1 igerisindeki yeniden diizenlemeler ve hibrit bitkiler arasindaki
somaklonal varyasyonun varligi, ¢ekirdek organizasyon bdlgesinin (NOR) RFLP analizi
vasttasiyla gozlenmistir. Tiim genomik degisiklikler i¢in olasi nedenler ve yabani
tirlerden kiiltiire edilmis yoncaya transfer edilen kullanigh zirai o6zellikler icin bu

metodun uygunlugu tartisilmaktadir[73].

Farkli yonca varyetelerinin kullanildig1 bir ¢alismada, yaygin 7 kiiltiir yonca varyetesi
ve merkezi Italyaya adapte olmus 3 ekotip, tiirlerde polimorfizmin kapsamini
degerlendirmek amaciyla kullanilmistir. Herbir aksesyon igin 20 bitki, 3 restriksiyon
enzimi (toplamda 48 prob/enzim kombinasyonu) ile kombine olan 16 RFLP probu ile
analiz edilmistir. Veriler, populasyon igerisindeki ve arasindaki RFLP ¢esitliliginin bir
Olgiisii olarak almman Nei benzerlik indeksini hesaplamak amaciyla kullamilmustir.
Genelde cesitler ekotiplerden daha homojen olarak belirlenmistir. Adriana ve Florida
kiiltlir yoncalar1 digerlerinden daha kolay bir sekilde farklilagsma gostermislerdir. Birkag
aksesyona 0Ozgli hibridize olan fragmentler skorlanmustir ve 7 populasyon, 6zel
fragmentlerin  frekanslarindaki ~ onemli  farkliliklar  temelinde  digerlerinden
ayrilabilmistir. 7 boyuttaki bitki populasyonlarmim DNA’s1 alinmistir ve kuyucuklardaki
orneklerde, bir fragmenti belirleme yetenegi, kiitlesi olusturulan bitkiler arasinda
fragmente sahip olan bitkilerin fraksiyonu ile iliskili olarak bulunmustur. Sonuglar,

varyetal tanimlama i¢in RFLP’lerin pratik kullanim1 6zel vurgusu ile tartigilmistir[74].

RFLP analizinin gercgeklestirildigi farkli bir ¢alismada, yoncanin herbiri i¢in farkli
iretim firmalarindan elde edilen 3 tohum grubu; Medicago sativa L. ekotipleri
Vogherese, Maremmana ile birlikte bir kontrol olarak Iside varyetesi RFLP analizi
araciligiyla ayrilma olasiligmi test etmek amaciyla calisilmistir. Herbir tohum grubu
icin 155 bilgi verici polimorfik fragmenti saglayan 25 DNA probu ile 20 bitki analiz
edilmistir. Kismi varyans, populasyon igerisindeki cesitliligin toplam varyansin yaklagik
%098°1 i¢in hesaplandigimi gdstermektedir fakat gruplar arasi gesitlilikten dolay1 toplam
varyansa Onemli kiicik bir katki saglamaktadir. Vogherese’nin, sonraki ile
karsilastirilan dnceki ekotipin adaptasyon alaninin daha genis ¢evresel homojenliginin

bir sonucu olarak, Maremmana’dan daha homojen oldugu tespit edilmistir[75].
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AFLP markirlarinin kullanildig1 bir ¢alismada, yonca aksesyonlar1 arasindaki genetik
mesafelerin yiiksek verimli karakterizasyonu i¢in bir strateji olarak fazla sayidaki ¢oklu
genotiplerinin DNA kiitleleri ile kombine olarak ¢ogalmis fragment uzunluk
polimorfizm (AFLP) DNA markirlarini kullanma potansiyeli degerlendirilmistir. 9 adet
kuyucuk igerisinde tanimlanmis genetik kaynaklarin (Afrika, Sili, Hindistan, Flaman,
Ladak, Medicago sativa subsp. falcata, Medicago sativa subsp. varia, Peru ve
Tiirkistan) herbiri igerisinde 30 genotipten elde edilen kitlesel DNA kaliplari, 34 primer
kombinasyonu kullanilarak degerlendirilmistir. 3754 fragmentlik bir toplam
tanimlanmistir, bunlarin 1541 tanesi polimorfiktir. Polimorfik fragmentlerin sayisi
herbir primer kombinasyonu i¢in 20’den 85°e kadar siralanmug bir sekilde belirlenmistir.
9 genetik kaynak arasindaki Pairwise D tahminleri genetiksel olarak en farkli olan M.
sativa subsp. falcata ile 0.52’den 1.46’ya siralanmistir. Markir verisinin Unweighted
pair-group method aritmetik ortalama analizi iki ana kiime olusturmustur, (i) Medicago
sativa subsp. sativa ve Medicago sativa subsp. varia ve (ii) M. sativa subsp. falcata.
Sili, Peru, Flaman ve Medicago sativa subsp. varia arasindaki kiime analiz sonuglar1 ve
D tahminleri Peru’nun Siliden daha ¢ok Merkezi ve Giiney Amerika iglerindeki orjinal
Ispanyol olanlarma daha fazla benzedigi hipotezini desteklemektedir. 9 genetik
kaynagin hiyerarsik diizeni onlarin sirasiyla cografik, alttiire 6zgli ve alttiirler arasi
hibrit orjinleriyle desteklenmektedir. Yiiksek derecede bilgi verici 7 primer ¢ifti kadar
olan alt kiimeler, tiim data verileri ile karsilastirilan D tahminleri ve benzer hiyerarsik
diizenlerin olusturulmasi seklinde tanimlanmistir. Sonuglar, kiitlesel DNA kaliplarinin
AFLP analizi ile primer ¢iftlerinin kullanimmin biiyiik miktardaki yonca populasyonlar1
arasindaki genetik ¢esitliligi dogru bir sekilde karakterize etmede, yiiksek verimli bir

sistem olarak gorev yapabildigini géstermektedir[76].

Diger bir ¢alismada, yonca genomunda bulunan SSR markirlarinin tanimlanmistir. Buna
ek olarak M. sativa ssp. sativa, falcata ve caerulea ile model baklagil olan M.
truncatula seklinde 7 aksesyon ve Kuzey Amerika kiiltiir yoncasmin tarihsel olarak
tanimlanmis atalarmi (Afrika, Sili, Falcata, Flemish, Hindistan, Ladak, Peru, Tiirkistan
ve Varia) ayrrmak i¢in bu markirlarin kalitesi degerlendirilmistir. Ototetraploit yonca
genetik kaynagi olan W10’dan elde edilen genomik DNA; AC, AT, CT, CTT, GAT ve
GGT motiflerini tagiyan cogaltilmis SSR’lari, 81 primer ¢ifti ile gelistirmek icin
kullanilmistir. Primer ¢iftlerinin biiyiik ¢ogunlugu (%96) fonksiyoneldir ve 61 tanesi
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(%78.2) aksesyonlar arasinda 2’den 11°e kadar polimorfik olarak belirlenmistir. U¢ ana
kiimeyi gdsteren bu veriden elde edilen kiimeleme analizi kullanilarak bir dendrogram
yapilandirilmistir. Bu kiimelerden birincisi diploit ssp. falcata, ikincisi M. truncatula ve
tigiinciisii ise geriye kalanlarin tamamidir. Baz1 aksesyonlarin ayrimina ek olarak [M.
truncatula (‘Jemalong’), Ladak (‘Ladak’), Fall dormancy 11 (UC-1465), Indian (Sirsa
Type 9), Flemish (‘Dupuit”), Peruvian (‘Hairy Peruvian”) ve African 2 (‘Moapa’)] ¢oklu
yanitlayict analizler elde edilmistir. Bu genomik yonca SSR’lar1, yoncanm filogenetik
ve genetik haritalama ¢aligmalar1 i¢in potansiyel uygulamalar1 ile polimorfik

degerlendirmelerinde miikemmel bir sekilde faydali olarak belirlenmistir[77].

Linkage’den yararlanilarak haritalamanin yapildig: bir ¢alismada, ototetraploit yoncanin
bir F1 genotipi i¢in herbir populasyonda 82 tek doz restriksiyon fragmenti ayrigmasi ve
101 bireyin herbirinin iki geri ¢aprazlama populasyonu kullanilarak bir genetik linkage
haritast yapilmustir. Kendilesmis diploit haritalama populasyonlar1 (%18-54 ile
karsilastirildiginda %4-9) icin muhtemelen ototetraploitlerin silici resesif allellerin
etkilerine kars1 daha fazla savunma kapasitesinden dolayr Mendel oranlarindan sapan
markir lokuslarmin yiizdesi rapor edilenden olduk¢a az olarak belirlenmistir. Diploit
yoncanin 8 linkage grubundan 7 tanesi i¢in dort homolog baglant1 sathasinin ikili ayrim
gruplar1 belirlenmistir ve ortak problar kullanilarak smralanmistir. Bu ¢aprazlamada
polimorfizm kayiplarindan dolay1 linkage grubu 7 i¢in ikili ayrimi olmayan gruplar
bulunmustur. Dort homolog, ikili ayrisma gruplarmin birlestirilmesiyle ve 443 cM’lik
alan1 kapsayan 7 linkage grubunda 88 lokustan olusan bir bilesim haritas1 elde
edilmistir. Lokus haritas1 siralar1 ve uzakliklar1 diploit yoncadaki bu bulgular ile genel
olarak uyumlu olarak belirlenmistir. Haritalanan populasyonlar kis sertligi, sonbahar
dormansisi ve donmaya tolerans i¢in ayrilmaktadir ve harita bu 6zellikleri etkileyen

genomik bolgelerin yerini saptamak i¢in kullanilabilmektedir[78].

Farkli bir ¢alismada, 6ncelikle EST’den ve M. truncatula igerisine dahil olmus bakteri
yapay kromozomundan (BAC) tiiretilmis SSR markirlar1 kullanilarak, tetraploit
yoncanin molekiiler bir haritasin1 insa etmek amaglanmistir. Bu harita yoncada
kurakliga tolerans QTL’ inin tanimlanmasi i¢in kullanilabilecek nitelikte goriilmistiir.
[lk iki nesil geri ¢aprazlama populasyonlar: yiiksek su kullanma verimine sahip bir M.

sativa subsp. falcata genotipi ile diisiik su kullanma verimine sahip olan M. sativa
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subsp. sativa genotipi arasindaki bir ¢aprazlamadan elde edilmistir. iki ebeveyn ve
onlarn F1’i, SSR’lar1 ¢ogaltmak amaciyla dizayn edilmis 1680 primer ¢ifti ile
taranmugtir ve 605 tek doz alleli (SDAs) cogaltilmistir. F1’de 41 linkage grubu igin 256
lokusdan elde edilen 351 SDAs haritalanmistir. SDA’leri Fi-le kalitilmamustir fakat geri
caprazlama populasyonlarinda ayrisan ve tekrarlayan ebeveynler vasitasiyla
aktarilmustir, 43 linkage grubu haritalanmis ve bu lokuslardan 44 tanesi kompoze
haritanin i¢erisine dahil edilmistir. M. sativa’nin 8 kromozomunu gosteren 8 birlesim
linkage grubunu olusturmak icin homolog linkage gruplar1 birlestirilmistir. Birlesim
haritas1 M. truncatula EST sekanslarindan elde edilen 243 SDA, M. truncatula BAC
klon sekanslarindan elde edilen 38 SDA ve yonca genomik SSR’larindan elde edilen 5
SDA ile 8 birlesim linkage grubundan olugsmaktadir. Toplam birlesim haritas1 uzunlugu
herbir birlesim linkage grubunda 1.5’dan 4.4 cM’a siralanan ortalama markir yogunlugu
ve 2.2 cM’luk toplam bir ortalama yogunluk ile 624 cM’dir. Ayrisim bozuklugu
%10’dur ve bu bozulmus lokusun, bazi linkage gruplarinin homolog bireylerinde kiime

olusturma egiliminde oldugu bulunmustur[79].

Markirlarin kullanildigi bir ¢alismada, diploit ve tetraploit yoncada haritalama i¢in SSR
DNA markirlarinin kullanimi1 degerlendirilmistir. F, diploit yoncalarindan olusan RFLP
haritas1 iginde 10 adet SSR markir1 kullanilmistir. Ayrica F, tetraploit populasyon da
haritalanmistir. Tetraploit populasyonun her bir lokusunda 2’den 4’c¢ kadar allellerin
bulundugu saptanmustir. Tetraploit haritalama populasyonunda bu allellerin ayrismasi
genel olarak net ve yorumlamak ta olduk¢a kolay olarak belirtilmistir. Tetrasomik
linkage analizinin kompleksliginden dolayr ve uygun bilgisayar yazilimlarmin
eksikliginden dolay1 tetraploit diizeyde linkage iliskileri tek doz allel analizi (SDA)
kullanilarak belirlenmistir. Tek doz allel analizi, ayn1 lokusta yer alan diger allellerden
bagimsiz olarak her bir allelin varligi ya da yoklugu seklinde skorlanmistir. Tek doz
allel analiz diploit haritas1 da standart kodominant metot icin SDA haritalamasiyla
karsilagtirmak amaciyla yapilandirilmigtir. Linkage gruplari tetraploit ve iki diploit
linkage haritas1 arasinda birka¢ ayrigma hatasi gdsteren segmentler disinda genel olarak
korunmustur. Ayrigsma bozulmasi hem diploit hem de tetraploit populasyonlarda biiyiik
olasilikla kendilestirme depresyonundan kaynaklanmistir. Analizin kolayligiyla birlikte
yonca genomunda SSR lokuslarinin fazlaligt SSR markirlarinin tetraploit yonca

haritalamalar1 i¢in kullanigl bir ara¢ olmasi gerektigini gostermistir[80].

27



Gergeklestirilen diger bir ¢alismanin konusu ise, diploit yonca genomunda LD bozulma
ornegini anlamaktir. Caligmada kromozom boyunca LD 6rneklerini gdstermek amaciyla
120 aksesyondan elde edilen 374 adet yabani diploit yonca genotiplerinde oldukga
yiikksek diizeyde polimorfik olan 89 adet SSR lokusu kullanilmistir. Ayrica ¢alisma
kapsaminda tek niikleotit polimorfizmlerini (SNP) tanimlamak i¢in ve LD’nin gen
icerisindeki tahminlerini gostermek i¢in de 4 adet lignin biyosentez aday geni (caffeoyl-
CoA 3-O-methyltransferase (CCoAoMT), ferulate-5-hydroxylase (F5H), caffeic acid-O-
methyltransferase (COMT) ve phenylalanine amonialyase (PAL 1)) sekanslanmistir.
Calismanm ikinci konusu olarak SSR markirlar1 ve 4 aday genden elde edilen SNP’ler
kullanilarak hiicre duvari bilesenleri ve zirai karakterleri i¢in iliskilendirme haritalamasi
yapilmistir. Calismanin sonunda, genom kapsamli iliskilendirme ¢alismalar1 i¢in sinirh
diizeyde uygulanan SSR markirlar1 arasinda olduk¢a az LD bulunmustur. Buna karsin
gen igerisindeki LD 4 aday genin iigiinde 0.2 lik r? altinda 300 baz ¢ifti igerisinde
bozulma olmustur. Biyokiitle verimi ile ilgili olan bir SSR ve yiiksek derecede 6nemli
olan iki adet SNP tanimlanmistir[81].

2.7 Calismanin Amaci

Komplekste diploit alttiirler, bunlarm smiflandirilmasi ve populasyon yapisi
bilinmektedir fakat tetraploitlerin molekiiler sistematigi ve populasyon yapisi heniiz
detayli olarak bilinmemektedir. Kompleksin tetraploit iiyelerinin populasyon yapismnin
bilinmesi ve bunlarm hem diploitlerle olan iligskisi, hem de kendi aralarindaki iliskisi
ortaya ¢ikarilmis olacaktir. Bu baglamda tetraploit iiyelerin de molekiiler diizeyde
markir destekli olarak ¢alisilmasi ve smiflandirilmas: gerekmektedir. Gerek tetraploit
tiyelerin gerekse diploit tiyelerin ¢alisilmasiyla birlikte kompleksin tiim {iyelerinin
sistematik pozisyonlar1 a¢iga c¢ikarilacaktr. Bu calismanin amaci SSR markirlar
kullanilarak tetraploit birimlerinin genetik ¢esitliliginin belirlenmesi, populasyon

yapisinin degerlendirilmesi ve molekiiler filogenetiginin analiz edilmesidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Bitkisel Materyaller

Bitkisel materyal olarak Medicago sativa tiir kompleksinin tetraploit iyelerinden iig
farkli alttiire (sativa, varia ve falcata) ait 70 farkli aksesyon kullanilmigtir. Her
aksesyon igin 4’er bitki almarak toplam 280 adet bitki ile ¢alisilmistir (Cizelge 3.1.1 ve
Cizelge 3.1.2). Bu calismada kullanilan tiim bitkilere ait tohumlar ABD Tarim
Bakanlig1 Bitki Genetik Kaynaklar Sisteminden (USDA-GRIN) temin edilmistir. Bu
tohumlar ii¢ nedenden dolayt ABD USDA-GRIN’ den temin edilmistir; (i) Baslangic
karakterizasyonu onceden gergeklestirilmistir. (ii) USDA-GRIN kapsamindaki bitkiler
referans genetik kaynak olarak islev gérmektedir. (iii)) USDA koleksiyonlar1 M. sativa-
falcata kompleksine ait tim sistematik birimlerin dogal yayilim alanindan toplanmis
3700'den daha fazla yonca aksesyonunu icermektedir. Yoncanin dogal yayilim alani,
kuzeyde Sibirya, giineyde Kuzey Afrika doguda Cin ve batida ise Bat1 Avrupa olacak
sekilde genis bir cografyaya tekabiil etmektedir. Zengin koleksiyon, cografik dagilim

alanlarindan ve alttiirlerden oldukca iyi bir 6rnekleme yapmaya imkan tanimaktadir.

3.2 Bitkilerin Yetistirilmesi

Tetraploit bitkilere ait tohumlar 16/8 saatlik uzun giin fotoperyodunu ve 25 °C oda
sicakhigini i¢eren iklim odasinda ilk 6nce viyollerde ¢imlendirilip gelistirilmistir. Daha
sonra ise herbir viyolde bulunan bitkilerin bireysel olarak saksilara aktarilarak bliylimesi
saglanmustir. Bitkilerin ¢icek ve tohum sekli verilerinin tespiti i¢in Mayis ayinda

bitkilerin araziye transfer islemi gergeklestirilmistir.

3.3 Morfolojik Analizler

Bu c¢aligma kapsaminda, morfolojik karakterlerin tayini i¢in Barnes [82] tarafindan

onerilmis olan skala kullanilmistir.
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Cizelge 3.1.1 Kullanilan populasyonlarin lokalite ve genetik kaynak bilgileri

No | Ploidi PI Alttiir Orjin Ulkesi Enlem Boylam Statiisii
1 32 Pl 173733 sativa Tiirkiye 37 der. 16 dak. 0 san. 38 der. 49 dak. 0 san. Belirsiz
N (37.26666667) E (38.81666667)
2 32 Pl 179369 sativa Tiirkiye 39 der. 0 dak. 0 san. 43 der. 21 dak. 0 san. Belirsiz
N (39) E (43.35)
3 32 Pl 180303 sativa Hindistan 22 der. 18 dak. 0 san. 70 der. 53 dak. E Belirsiz
N (22.3) (70.88333333)
4 32 Pl 182240 sativa Tiirkiye 38 der. 13 dak. 0 san. | 37 der. 12 dak. 0 san. Belirsiz
N (38.21666667) E (37.2)
5 32 P1 183262 sativa Suudi Arabistan YOK YOK Belirsiz
6 32 P1 196225 sativa Hindistan YOK YOK Belirsiz
7 32 P1 198963 sativa Kibris YOK YOK Belirsiz
8 32 P1 199273 sativa Polonya YOK YOK Yerel Irk
9 32 Pl 201863 sativa ran 31 der. 55 dak. 0 san. 54 der. 22 dak. 0 san. Belirsiz
N (31.91666667) E (54.36666667)
10 32 P1 206576 sativa Yunanistan YOK YOK Belirsiz
11 32 Pl 206698 sativa Tiirkiye 38 der. 36 dak. 0 san. 39 der. 2 dak. E Belirsiz
N (38.6) (39.03333333)
12 32 P1 208683 sativa Cezayir YOK YOK Belirsiz
13 32 P1 210763 sativa Ispanya YOK YOK Belirsiz
14 32 Pl 214218 falcata Danimarka YOK YOK Yabani
15 32 Pl 217648 sativa Irak YOK YOK Belirsiz
16 32 Pl 220531 sativa . 34 der. 20 dak. N 62 der. 12 dak. 0 san. Belirsiz
Afganistan (34.33333333) E (62.2)
17 32 Pl 222198 falcata . 33 der. 42 dak. 36 69 der. 10 dak. 12 Yabani
Afganistan san. N (33.71) san. E (69.17)
18 32 Pl 239954 sativa Cezayir 35der. 33 dak. 0 san. | 5 der. 10 dak. 12 san. Belirsiz
N (35.55) E (5.17)
19 32 Pl 244317 sativa Ispanya YOK YOK Belirsiz
20 32 P1 256337 sativa Pakistan YOK YOK Belirsiz
21 32 Pl 262544 sativa Israil YOK YOK Belirsiz
22 32 P1 299053 sativa SSCB YOK YOK Belirsiz
23 32 P1 315484 sativa SSCB YOK YOK Yabani
24 32 P1 399551 sativa Romanya YOK YOK Belirsiz
25 | 32 | PI420400 | sativa ispanya 41 der. 38 dak. N 0 der. 53 dak. W (- Belirsiz
(41.63333333) .88333333)
26 32 Pl 440517 sativa Kazakistan YOK YOK Yabani
27 32 P1 442877 sativa Cin YOK YOK Belirsiz
28 32 Pl 464801 varia Tiirkiye YOK YOK Yabani
29 32 Pl 464813 varia Tiirkiye YOK YOK Yabani
30 32 P1 476393 varia Ukrayna YOK YOK Kiiltiir
31 32 P1 486202 varia Ukrayna YOK YOK Yabani
32 32 PI 486210 varia SSCB YOK YOK Yabani
33 32 PI 491407 falcata Cin YOK YOK Belirsiz
34 | 32 | PI494661 | falcata Romanya 46 der. 54 dak. 36 23 der. 25 dak. 12 Yabani
san. N (46.91) san. E (23.42)
35 | 32 | PI1499548 | falcata Cin 43 der. 58 dak. 0 san. 116 der. 2 dak. E Yabani
N (43.96666667) (116.03333333)
36 32 Pl 499664 falcata Cin 44 der. 5 dak. 24 san. 88 der. 30 dak. 36 Yabani
N (44.09) san. E (88.51)
37 32 Pl 499665 falcata Cin 43 der. 34 dak. 12 87 der. 2 dak. 24 san. Yabani
san. N (43.57) E (87.04)
38 | 32 | PI502441 | falcata Rusya 46 der. 11 dak. 24 43 der. 53 dak. 24 Yabani
san. N (46.19) san. E (43.89)
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Cizelge 3.1.1 (Devam) Kullanilan populasyonlarm lokalite ve genetik kaynak bilgileri

No | Ploidi PI Alttiir Orjin Ulkesi Enlem Boylam Statiisii
39 32 PI 502446 falcata Rusya YOK YOK Yabani
40 32 PI 502459 sativa Kazakistan YOK YOK Yabani
41 32 P1502474 sativa Ermenistan YOK YOK Yabani
42 32 P1 502514 varia SSCB YOK YOK Kiiltiir
43 32 P1 502521 varia SSCB YOK YOK Kiiltiir
44 32 P1 502529 varia SSCB YOK YOK Kiiltiir
45 32 P1 502532 varia SSCB YOK YOK Kiiltiir
46 32 P1 502533 varia SSCB YOK YOK Kiiltiir
47 32 P1 502540 varia SSCB YOK YOK Kiilttr
48 32 PI 503867 varia Romanya 45 der. 2 dak. N 29 der. 10 dak. 0 san. Belirsiz
(45.03333333) E (29.16666667)
49 32 PI 516902 sativa Fas 31 der. 38 dak. 24 san. 7 der. 43 dak. 48 san. Yabani
N (31.64) W (-7.73)
50 32 P1538983 falcata Ukrayna YOK YOK Yabani
51 32 Pl 631573 falcata italya 45 der. 38 dak. N 13 der. 46 dak. 0 san. Yabani
(45.63333333) E (13.76666667)
52 32 Pl 631579 falcata italya 45 der. 52 dak. 0 san. 13 der. 29 dak. E Yabani
N (45.86666667) (13.48333333)
53 32 Pl 631582 falcata Tiirkiye 39 der. 45 dak. 0 san. 37 der. 2 dak. E Yabani
N (39.75) (37.03333333)
54 32 Pl 631585 falcata italya 45 der. 39 dak. 0 san. 13 der. 47 dak. E Yabani
N (45.65) (13.78333333)
55 32 Pl 631592 falcata italya 45 der. 39 dak. 0 san. 13 der. 47 dak. E Yabani
N (45.65) (13.78333333)
56 | 32 | P1631796 | falcata wetj | 49der. 12 dak.0 san. 16 der. 38 dak. E Yabani
Gek Cumhuriyeti N (49.2) (16.63333333)
57 32 Pl 631845 falcata Isveg YOK YOK Yabani
58 | 32 P1 631855 | falcata fsve 57 der. 11 dak. N 12 der. 20 dak. E Yabani
(57.18333333) (12.33333333)
59 32 P1 631859 falcata Isveg YOK YOK Yabani
60 | 32 | PI641381 | falcata Rusya 56 der. 5 dak. N 92 der. 46 dak. 0 san. Yabani
(56.08333333) E (92.76666667)
61 32 Pl 641383 falcata Rusya 55 der. 27 dak. 0 san. 78 der. 18 dak. 0 san. Yabani
N (55.45) E (78.3)
62 32 P1 641400 falcata Rusya YOK YOK Yabani
63 32 Pl 641545 falcata Mogolistan 49 der. 59 dak. 7 san. 107 der. 13 dak. 37 Yabani
N (49.98527778) san. E (107.22694444)
64 32 Pl 641546 falcata Mogolistan 50 der. 17 dak. 59 san. 104 der. 58 dak. 51 Yabani
N (50.29972222) san. E (104.98083333)
65 32 Pl 641548 falcata Mogolistan 50 der. 1 dak. 43 san. 105 der. 17 dak. 27 Yabani
N (50.02861111) san. E (105.29083333)
66 32 Pl 641581 falcata . 49 der. 26 dak. 24 san. 58 der. 37 dak. 14 san. Yabani
Kazakistan N (49.44) E (58.62055556)
67 32 Pl 641582 falcata Kazakistan 49 der. 27 dak. 6 san. 58 der. 37 dak. 14 san. Yabani
N (49.45166667) E (58.62055556)
68 32 Pl 641585 falcata Kazakistan 49 der. 33 dak. 51 san. 58 der. 55 dak. 0 san. Yabani
N (49.56416667) E (58.91666667)
69 32 Pl 641588 falcata Kazakistan 49 der. 18 dak. 51 san. 59 der. 3 dak. 34 san. Yabani
N (49.31416667) E (59.05944444)
70 32 Pl 641599 falcata Kazakistan 48 der. 34 dak. 19 san. 57 der. 19 dak. 6 san. Yabani
N (48.57194444) E (57.31833333)
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Cizelge 3.1.2 Kullanilacak bitki 6rneklerine ait sayisal veriler

L Kullamlacak Kullamlacak
Tammlama Taksonomik Birim
Aksesyon Sayisi Birey Sayisi
Yabani Varyete M. sativa ssp. sativa 28 112
M. sativa ssp. falcata 30 120
M. sativa ssp. varia 12 48
Toplam 70 280
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Resim 3.2.1 Yoncaaksesyonlarma ait tohumlarin  Resim 3.2.2 Yonca ksesyonlarlna ait tohumlarin
viyollerde yetistirilmesi viyollerde yetistirilmesi (1 aylik fideler)
- P K \

Resim 3.2.4 Yonca aksesyonlarma ait fidelerin
saksilara transferi (3 aylik fideler)
‘ |

Resim 3.2.5
fideler fideler

Resim 3.2.6 Yonca aksesyonlarina ait 6 aylik
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3.4 Molekiiler Markirlar, Populasyon Yapisi ve Genetik Cesitliligin

Degerlendirmesi

3.4.1 Bitkilerden DNA Ekstraksiyonu
3.4.1.1 Kullamlan Kimyasallar ve Miktarlar

CTAB Ekstraksiyon Tamponu (Herbir Litrede)
CTAB (Hexadecylmethyl Ammonium Bromide): 20 ¢
2M Tris-Cl (Ph 8) : 50 ml

5M NaCl: 280 ml

0.5M EDTA (Ph 8): 40 ml

Distile su ile 1000 mI’ye tamamlanir.
Kloroform/iso-Amil Alkol (24:1) (Herbir 100 mI’de)
Kloroform: 96 ml

Iso-Amil Alkol: 4 ml

Isopropanol

Ethanol (%70°1ik)

3.4.1.2 DNA lizolasyonu i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

1. 96’ lik bir PCR plate’i (0.2 ml’lik), 1.7-2.5 mm’lik boncuklarla (Cat#: MS-203L,
MO-SCI Corporation) doldurulur ve dogru siralandigmma emin olunan bosluklarin
bulundugu PCR plate’i bir 96’lik rakta (Cat#: 1412-1400 from USA scientific) 1.2
ml’lik seritli tiiplerle (Cat#: 1212-8000 from USA scientific) dikkatli bir sekilde

konumlandirildi. PCR plate’i ve seritli tiipler beraberce elle sikistirildi ve ters gevrildi.

Boylece PCR plate’inde bulunan boncuklarin 1.2 ml’lik seritli tiiplerin icine diisecegi
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distintilmiistiir.
2. Tiiplerin bize doniik yiizleri 1°den 12’ye kadar sirayla etiketlendirildi.

3. Yonca bitkilerinin triplet (li¢lii) seklinde olan yapraklarindan 1-5 kadar yaprak (sayi,
yapraklarin boyutuna bagli olarak degisir) toplanarak 96°lik raklarda bulunan 1.2 ml’lik
seritli tiipler igerisine birakildi. Her bir rak porlu bir yapiskan film (Cat#: 60941-084
from VWR) ile kapatild1 ve 1-3 giinliik siire boyunca kuru dondurucuda (liyofilizator)

kurutulup donduruldu.

4. 3 giin sonrasinda yapiskan film ¢ikarildi ve seritli kapaklar (Cat#: C1000-8 or C1000-
12 from Marsh Biomedical) ile konumlandirildi. Daha sonra kurutulup dondurulmus
ornekler calkalayicida 30 sn-1 dakika’lik siirede raklarin ¢alkanmasi suretiyle dagitildi.
Bu islem, doku 6rneklerinin tiiplerin dibinde iyice toz haline getirilinceye kadar devam

ettirildi[83].

3.4.1.3 DNA Ekstraksiyon Prosediirii

5. Inkiibatdr 65 OC’ye ayarlanarak acilir ve CTAB ekstraksiyon tamponu inkiibatore

kondu.

6. Toz haline gelmis olan yaprak dokusunun tiiplerin dibine ¢dkmesi i¢in laboratuvarda
tezgahin iizerinde bulunan raka yavas¢a vuruldu ve kisa bir siire igin ¢evrildi. Dikkatli
bir sekilde tiiplerin kapaklar1 agilarak her birisine 500 ul CTAB ekstraksiyon tamponu
eklendi. Tiiplerin kapaklar1 tekrar kapatildi ve yavas bir ¢evirme islemiyle tiipler iyice
karistirildi. Sonrasinda tiipler inkiibatdre alnarak 30 dakika-2 saatlik siire boyunca
inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda yaklasik her 20 dakikada bir reaksiyonu karistirmak
tavsiye edilir (Sayet islem bu basamakta durdurulmak istenirse DNA 6rnekleri -20

9C’de saklanabilir).

7. Ornekler yaklasik 10 dakika boyunca 4 °C’de ya da ¢ekerocakta bekletilerek
sogutuldu. Daha sonra kisaca ornekler spin edildi. Bu spin islemi, dig kontaminasyon

potansiyelini minimize etmek agisindan 6nemlidir.
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8. DNA ekstrakti igerisine 250 pl 24:1 Kloroform/Iso-Amil Alkol (6zel plastik
tasiyicida tutulan) eklenir. Plate, ters ¢evirmek suretiyle 20 kez iyice karistirildi. 3600
rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij islemi yapildi.

9. Tiiplerin iist bolgesinde bulunan sivi kisim yeniden etiketlenmis isaretli tiiplere
transfer edilir ve her bir tiiplin icerisine oda sicakliginda olan isopropanolden 0.6-1 pl
hacim seklinde ilave yapildi. DNA’y1 ¢okeltmek i¢in 20 kez ters g¢evirme islemi
gerceklestirildi. Bu siiregte iplik seklinde ¢okelmis DNA goriilmelidir.

10. Pellet DNA i¢in 3600 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij yapildi. Isaretli her bir
tiiplin igerisinde s1vi kisim oldukca yavas bir sekilde dokiildii. Her bir tiipiin dibinde bir

pellet goriildii.

11. Her bir tiipiin icerisine 300 pl %70’lik etanolden ilave edilerek pelletler yikandi.
3600 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij islemi gergeklestirildi. Santriftij sonrasi ethanol
oldukc¢a yavas bir sekilde dokiildii. Daha sonra DNA pelleti oda sicakliinda bir gece
boyunca ya da ¢ekerocakta yaklasik 2 saat boyunca birakildi.

12. En son asamada pelletler 100 pl su ile ¢oziildi ve DNA Ornekleri -20 °C’de
saklandi[83].

3.4.2 DNA Konsantrasyonu ve Safliginin Belirlenmesi

Elde edilen DNA’larin 6ncelikle NanoDrop adli spektrofotometrede konsantrasyon
Ol¢timleri yapildi. Sonrasinda ise PCR’da kullanilmak tizere seyreltmeler yapilarak bu
konsantrasyonlar 6nce 100 ng/ul diizeyinde esitlendi ve daha sonra 10 ng/ul yogunluga

seyreltilerek PCR reaksiyonlari i¢in hazir hale getirildi.
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Resim 3.4.2.1 DNA’larin seyreltilmesi ve konsantrasyonlarmin belirlenmesi

3.4.3 SSR Markirlariin Secilimi ve PCR Reaksiyonlar:

Daha Onceki c¢alismalarda kullanilan SSR  markirlarindan kolay skorlanan ve
amplifikasyonu yiiksek olan 31 polimorfik SSR markir1 (Cizelge 3.4.3.1) se¢ilmistir ve
M13 kuyruk metodu ile PCR iiriinleri etiketlenmistir[84]. Herbir lokus, PCR ve bir M13
kuyruk diizeni ile floresan olarak isaretlenmeyle M13 6n sekansi ile 5° uca eklenmis 6n
primerin oldugu yerde cogaltilmistir ve floresan olarak isaretli bir M13 6n primeri ile
birlestirilerek kullanilmistir. PCR reaksiyonlar1 bir ABI BioApplied Thermocycler’inda
(The Samuel Roberts Noble Foundation Inc.) gerceklestirilmistir. 95°C*deki 2 dakikalik
bir denatiirasyon peryodu 95°C’deki 30 saniyelik 30 dongii ile, erime sicakliginda
(Tm=60°C) 45 saniye, 72°C’de 45 saniye ve sonrasinda tekrar 95°C’deki 30 saniyelik
10 dongii ile M13 primerinin annealing sicakligi olan 53°C’de 45 saniye, 72°C’de 45
saniye ve final uzamasi icin de 72°C’de 7 dakika seklinde takip edilmistir. Reaksiyonlar
1X buffer, herbirinde 10mM dNTP, 0.25uM ileri SSR primerleri, 0.5uM geri SSR
primerleri ve 10uM floresan olarak isaretli M13 primerleri, 25mM MgCl,, 2 pl
seyreltilmis genomik DNA (10ng/ul) ve 5U/ul TaqGold DNA Polimeraz (Invitrogen
Inc.)’1 igeren 10 pl’lik final hacminde gergeklestirilmistir (Cizelge 3.4.3.1.1)[79].
Sonrasinda elde edilen PCR iiriinlerinin denatiirasyon PCR’1 gergeklestirilmistir ve bu
iirlinler ABD’de yer alan The Samuel Robert Noble Foundation enstitiisiine ait ABI
3730 kapillari sisteminde yiiriitillerek ayrilmistir.
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Cizelge 3.4.3.1 Secilmis olan 31 adet polimorfik markirin primerleri ve allel boyutlar

Markir ismi Tleri Primer Geri Primer Allel Boyutlar:
al369471 AACCAGTGAGTGGATGTGGTC GTGAAAACCCTTAGCACCGA 155-222
aw373 TATCATCCTGGTTCGTTCCTCT GGTTGAGCTTGAGAAAATCTGA 118-152
mtic332 CCCTGGGTTTTTGATCCAG GGTCATACGAGCTCCTCCAT 119-170
bg648700 GCTTTTCACACCTCCACTCC ACGGGAAAGACTCCCACTCT 208-273
aw282 CGACCAAATCACTCTTCTTCAA AATCCAAGACCATTCACCTGAG 208-308
bf650422 ACAACAACGATGGACAACGA CAGGCATTGGTGGAAACAGT 265-319
aw774443 ATTCGCAGTGAGCTGATCCT GACATTTGCAGACCACCATT 215-239
aw394 AGGATGATGTGGAAGGAAGAAA TTGCTAGAGCCTTAAACCCTGT 233-275
aw319 AAAAGGTTTCTAACACCAAGCA TTCCTGACTTTCCATGATCCTT 216-246
aw586158 GATCAATTCGTGCAGAAGCA ATTCATCCTTGCTCGTTTCG 202-236
b21e13 GCCGATGGTACTAATGTAGG AAATCTTGCTTGCTTCTCAG 133-192
aw690263 TTACCATATTAACCCCCGCA CGCATATCACCTCCCAGAAT 245-265
aw379 GTCTCTCTCTATTCTCTTCCCTTTTC | TTCTCGAAATCTTCTGCTCTCG 208-262
aw691701 CACCACAAAACGCAAACAAC ACCCTATTGTCTCCCCATCC 107-162
aw387 GAACACTCTCCGAAACAAGGAC ATAAGCCATTCTCAGCACCGTA 194-226
aw688546 GGTGAATTTTCTCCACTTCCA TCGGCTCAGTTTAGGCTTCT 292-350
al367160 CCCCATTGACGCATTCTTAC TCCTCAACCAACCACTTCCT 246-330
aw559239 TTCTCTTCCCCAATGGACAG TCTCTGATACCCATTTGCCC 239-389
bg448975 TCGGATCTGACACGATTTTG TTGGTTAAAAGATGAAGATGAACG 207-256
aw685868 AAGCAAGTTCTGTTGATGGAGA TTGTGAAAGCCAAAACACCA 271-310
be100 GCATTAGCACCCTCATTCATATC TGCAGAGACTTTTGAACACCTT 273-311
aw295 CAACATTCTTCCATTTCCTTCC TCTTCATCTTCGTCGTCTTCAA 216-277
aw348 GCAACCATCTAAACCCAACAA AGGCTAATCGACGGGAAAAT 206-255
bg647796 GCAAGAAAGCATAGGCTGAGA GTGAAGCTGCACGAATTTCA 260-307
mticl4 CAAACAAACAACACAAACATGG CCCATTGATTGGTCAAGGTT 121-139
aw256 ACCACTACTGCGTTTGTTTGTG TAAGGAGTTTGGAATGGGAAGA 212-240
aw343 GGTTCGTGTATTTGTTCGATCC AATCTCCAAGGTTCCATCTTCA 205-243
afct45 TAAAAAACGGAAAGAGTTGGTTAG | GCCATCTTTTCTTTTGCTTC 135-179
aa660573 TTCCGCCCATAGTCTTTGAC TAAATGTGTCCTGCGTCTGG 294-363
bg454744 TCACAAAGCGAAAAATGTGA CCAGGATCAAGGTAAGCCAA 365-403
aw695813 AACAGAATGCATTGCACGAA TTCGTTGAACGTTGGATTGA 265-727
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Resim 3.4.3.1 Segilmis 31 markirin ileri ve Geri Resim 3.4.3.2 Secilmis 31 markirm Ileri ve Geri
primerlerinin hazirlanmasi primerlerinin hazirlanmasi

3.4.3.1 PCR Kimyasallar1 ve Reaksiyonlarinin Hazirlanmasi

Cizelge 3.4.3.1.1 PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1

Bir PCR reaksiyonu i¢in (10pul) reaksiyon formiili
10 PCR buffer II

MgClI2 (25mM)

dNTP (2.0mM)

[leri Primer (0.25uM)

Geri Primer (0.5uM)

M13 Primer (Hex, Ned, or Fam) (10uM)
TaqGold DNA polymerase (5U/ul)

ddH20

DNA Template (10 ng/ul)

Total

39

ul

0.1
0.1

2.05
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Resim 3.4.3.1.1 PCR reaksiyonlarinda kullanilacak Resim 3.4.3.1.2 PCR reaksiyonlaﬁ icin  PCR
M13 primerleri ve Taq DNA polimeraz tampon karisim1 ve plate’lerin hazirlanmasi

Resim 3.4.3.1.3 PCR reaksiyon karigimlari eklenen Resim 3.4.3.1.4 Hazirlanmugs PCR plate’lerininin
plate’lere DNA’larin eklenmesi filmler ile kapatilmasi

Resim 3.4.3.1.5 PCR reaksiyonlar1 i¢in hazir Resim 3.4.3.1.6 PCR reaksiyonlar1 igin
plate’ler Thermocycler
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3.4.3.2 PCR Uriinlerinin Kapiller Elektroforez icin Hazirlanmasi

Reaksiyonlara ait PCR fiirlinleri, kapiler elektroforez cihazina gonderilmeden once
birlestirilmistir. Isaretlenen PCR iiriinleri ABD’de bulunan Nobel Foundation adli
kurulusta bulunan ABI 3730 adli kapilar elektroforez cihazinda yiiriitiilerek bant

uzunluklar tesbit edilmistir.

3.4.3.2.1 Kullanilan Kimyasallar
Formamide (CRS Cat #: 319715)

96’lik kismi sinirli Plate (KSE Cat #: 1956-3580)
Barkot (VWR Cat #: HP5958-9442)

L1Z500 (ABI Cat #: 401734)

3.4.3.2.2 ABI 3730 Kapiller Elektroforez Sistemine Hazirhk Prosediirii

1. PCR iiriinleri 1:10 oraninda seyreltilmelidir. 1 primerle PCR’1n yiiriitiilmesi igin
seyreltme islemi, 2 ul PCR 6rnegi ve 18 pl H,O seklinde yapilir. PCR’1n 4 primerle
gergeklestirildigi durumda ise seyreltme islemi 2 pl PCR 6rnegi ve 12 ul H,O seklinde
yapildi. Zayif primerler ya da DNA 1:6 ya da 1:8 oranlarinda seyreltmeye ihtiyag

gostertir.

2. 100 X seklinde bir plate’de kurulmasi tasarlanan reaksiyonlar i¢in, igerisinde 25 pl
LIZ, 400 pl H2O ve 400 pl formamide bulunan bir ‘master mix’ yapildi. Bu karisim
once vortexlendi sonra birkag saniye spin santrifiij islemi gergeklestirildi. 96°lik plate’in
her bir bosluguna bu karisimdan 8’er pl bosaltildi (Bu durumda plate’deki tek bir
boslugun igerisinde 0.25 pl LIZ500 standarti, 4 ul H2O, 4 pl formamide ile 2 pl’lik

seyreltilmis olan PCR {iriinii bulunmaktadir).

3. 96’lik plate’in kuyucuklarmma sirasiyla (DNA’lar karigmayacak sekilde) PCR

tirtinlerinden 2’ser pl eklendi.

4. Birkag saniye spin santrifiij islemi ger¢eklestirildi (<2000g).
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5. Sicakligi 95 °C” ye ayarlanmus Thermocycler’da 5-10 dakikalik siirede denatiirasyon
PCR’1 gergeklestirildi.

6. PCR sonrast Thermocyclar’dan alman plate 5-10 dakika kadar buzun {izerine

konularak bekletildi.
7. Vorteks iglemi ve takiben birkag¢ saniyelik spin santrifiij islemi yapildi.

8. Plate’ler folyo ile sarilarak DNA sekanslama cihazmna gotiriildic ya da +4 0C’ye
kaldirilarak kisa siireli olmak kaydiyla saklandi[5].
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Resim 3.43.22.1 PCR iriinlerinin kapiller Resim 3.4.3.2.22 PCR firiinlerinin kapilleri
elektroforez igin hazirlanmasi elektroforez i¢in hazirlamasi

Resim 3.4.3.22.3 Transferi yapilan PCR Resim 3.4.3.2.2.4 Kapiller elektroforez i¢in Liz ve
driinlerinin ~ kapiller  elektroforez  plate’lerine  Hi-Di Formamide karigiminin hazirlanmasi
aktarilmasi

Resim 3.4.3.2.2.5 Kapiller sistem i¢in plate’lerinin  Resim 3.4.3.2.2.6 Kapiller sistem i¢in plate’lerinin
denatiirasyon PCR islemi sekanslama cihazina génderilmesi

43



3.4.4 Verilerin Skorlanmasi

Skorlama islemi, tetraploit aksesyonlardan dolay1 genotipler kullanilarak yapilabildigi
gibi bireysel allellerin varligt ya da yoklugu seklinde de yapilabilmektedir.
Tetraploitlerde genotipi belirlemek (simplex, duplex, triplex durumlar)) miimkiin
olmadigindan bu c¢alismada skorlama islemi bireysel allellerin varlig1 ya da yoklugu
seklinde yapildi. Kapiler elektroforezden elde edilen veriler GENEMARKER adli
program ile skorlandi. Skorlama sirasinda her bir markir i¢in toplam 280 adet farkli
genotipe sahip bitki Orneklerinin jel goriintiileri degerlendirildi. Isik yogunlugu ve
kontrast1 ayarland1 ve yogunluk profilleri her bir bireyi dogru bir sekilde skorlamak i¢in
kullanildi. Goriintiiler GENEMARKER yazilimi (Scanalytics, Inc.) ile iki basamakta ele
alindi. Ilk basamakta farkli alleller tanimlandi. Daima digeri ile birlikte goriilen bazi
bantlar kopyalar olarak diisiiniildii ve atild1 (stutter). Ikinci basamakta ise herbir birey
icin (6rn. Herbir serit ya da yol igerisindeki) farkli allellerin sayis1 belirlendi. Hassas jel
verisi GENEMARKER yazilimi1 kullanilarak bir database seklinde elde edildi ve
istatistiksel analiz i¢in girdi dosyasi seklinde daha fazla diizenleme amaciyla allel

boyutlari olarak kaydedildi.

Verilerin skorlanmasi islemi olduk¢a fazla hassasiyet ve dikkat gerektiren bir
basamaktir. Ciinkii hatali skorlamalar sonuglarin yanlig olarak yorumlanmasma bunun
neticesinde de yanlis sonuglarin elde edilmesine neden olmaktadir. Verilerin

skorlanmasi isleminde dikkat edilmesi gereken temel unsurlar su sekilde siralanabilir;

- Skorlama sirasinda olusan piklere bakildiginda, markirin alleli ¢ok fazla
olmamalidir. Sayet fazla allel bulunuyorsa, her birisi her bir genotip i¢in ayri
ayr1 kontrol edilmelidir.

- Skorlamada diploitler iki, tetraploitler ise iki ve daha fazla bant ya da allel piki
olusturmalidirlar. Bant ya da piklerin hi¢ goriilmedigi durumda PCR
amplifikasyonunun olmadig1 sonucuna varilmaktadir fakat bazi bantlar olduk¢a
zayiftirlar ve zor goriinebilmektedirler.

- Veriler skorlanirken olusan pikler kalitesine gore ¢ok net, kaliteli ve kalitesiz
olmak {iizere li¢ gruba ayrilmalidirlar.

- Skorlamada dikkat edilmesi gereken en dnemli hususlarin basinda gergek alleller

ile allel olmayan piklerin (Stutter) karistirilmamasidir. Stutter’lar genelde daha
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zayiftirlar. Gergek alleller ise her zaman tiim bireylerde ayni pikleri
vermektedirler.

- Piklerin ¢ok yogun ve yakin bir sekilde zikzak ¢izdikleri goriintii durumlarinda
bu alleller skorlama i¢in tercih edilmemelidir.

- Bazen iki allel yan yana bulunarak benzer boyutlarda pik olusturabilmektedir.
Bu piklerin her ikisi de gergek allellere ait olabilir. Bu nedenle her iki alleli de
detayli olarak incelemek gerekir.

- Gergek olan alleller genellikle yaninda bulunan bant ya da piklerden daha biiyiik
pik olustururlar. Ornegin 3, 4 ya da 5 pikin birlikte yan yana bir kiime seklinde
bulundugu bir durumda, genotipler tetraploit bireylere ait ise genelde 3’ld
olanlardan en biiyiik 2 tanesi, 4’li olanlardan en biiyiikk 2-3 tanesi, ve 5’li
olanlardan da en biiyiik 2-4 tanesi ger¢ek bant olarak degerlendirilmelidir fakat
baz1 genotiplerde pikler kiigiik olarak ta goriilebilmektedir. Bu piklerin
dogrulugundan emin olmak i¢cin diger tiim bireyler de kontrol edilmelidir.
Gergek olmayan bantlar stutter’lardir.

- Piklerin kontrolii yapilirken gercek olmadigi belirlenen allellerin silinerek tekrar
GENEMARKER programinda analiz islemi yapilmalhdir.

- Gergek allellere ait olan pikler belirlenirken asagi dogru tiim bireylere

bakildiginda ayn1 bdlgelerde olanlar (hep solda ya da hep sagda) se¢ilmelidir.

3.4.5 Veri Analizleri

GENEMARKER adl bilgisayar yazumu ile tiim bitkilere ait genotipler skorlandiktan
sonra populasyon yapisinin belirlenmesi i¢in STRUCTURE adli software kullanildi.
STRUCTURE programi Bayesian istatistigine dayanmaktadir. Populasyonlarin genetik
olarak kag alt gruba ayrildigini, bu alt gruplar arasindaki genetik ¢esitliligi en fazla
hangi grubun acikladigini belirlemek icin kullanilmaktadir. 280 farkli genotip i¢in
populasyonlarda bulunan alttiirleri aymrmak i¢in kullanilan bu program MCMC
tekrarlarin1 ve K gruplarimi icermektedir. Baglangicta optimal K degerini (Kiime sayis1)
ortaya ¢ikarmak i¢in K’nin 1’den 10’a kadar degerlendirilmesi igin 280 genotipin
tamami kullanildi. Bu ¢aligmadaki modelde, farkli ve biiylik populasyonlardan dolay1
karisim modeli kullanild1 ve allel frekanslarinin iliskili olabildigi farzedildi. Ciinkii bu

durum benzer populasyonlarin ortak allellere sahip olabilecegini varsaymaktadir.
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Kaydedilen Markov Chain Monte Carlo (MCMC) replikasyonlarinin uzunlugu 10000
adeti veri toplanmadan atildi ve her bir yiiriitmede 100000’den daha fazla MCMC
replikasyonlarmdan veri toplandi. Onceki literatiirlerde bu diizeyin yeterli oldugu
belirtilmistir[85]. Hem ad hoc prosediirii hem de Evanno ve arkadaslari (2005)
tarafindan gelistirilen metod kullanilarak optimal K degeri hesaplandi[86].

STRUCTURE programindan elde edilen verileri dogrulamak ve alt populasyonlari
onaylamak i¢in GenAIEx[87] kullanilarak bir Principal Component Analizi (PCA)
gerceklestirildi ve ilk iki Principal Component tahminleri i¢in genotipik degerler
plotland. ikincisinde, bir genetik mesafe matriksi[88] hesapland: ve yazilim programi
POWERMARKER V3.25[89] kullanilarak bir neighbor-joining dendrogrami
olusturuldu. Programdan elde ettigimiz verileri kullanarak da hem 280 tetraploit bireyin
bireysel bazda molekiiler iligkisi icin hem de bu bireylere ait 70 adet aksesyonun
populasyon diizeyinde molekiiler iliskisi i¢in DENDROSCOPE adli programi
kullanarak Neighbour Joining agaci gorsellestirildi[90].

Ayrica populasyonlar arasindaki, aksesyonlar arasindaki ve igerisindeki molekiiler
genetik varyanslar1 belirlemek amaciyla molekiiler genetik varyans igin Molekiiler
Varyans Analizi (AMOVA) gergeklestirildi. Aksesyon igerisindeki varyansi hesap
edebilmek amaciyla AMOVA analizleri i¢in 70 aksesyonun tamami kullanildi.
GenAlEx 6.1[87] yazilim programi kullanilarak AMOVA gergeklestirildi. Cesitliligin
Olgtimleri aksesyonlarin tiim alttiirleri ve bireyleri i¢cin hesaplandi. Cesitlilik 6l¢timleri;
allel frekanslari, major allel frekanslari, gen ¢esitliligi (beklenen heterozigoti He), ve
polimorfizm bilgisi igerigi (PIC)’ni igermektedir. Hesaplamalar POWERMARKER
v3.23[89] yazilim programi kullanilarak gerceklestirildi.

Populasyonlar arasindaki genetik mesafelerin belirlenmesi ve F istatistiklerinin

hesaplanmasi i¢in de GenAlEx 6.1[87] programindan yararlanildi.
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3.5 Linkage Esitsizligi (LD) Analizi

Tetraploit yoncada Linkage Esitsizligi (Linkage Disequilibrium) durumunu SSR
lokuslarin1 ~ kullanarak degerlendirmek amaciyla POWERMARKER Vv3.23[89]
programimi kullanarak veriler igin LD analizi gergeklestirildi. Kullanilan her bir
markirm ikiden fazla lokusa sahip olmasindan dolay1 bu analiz i¢in Exact-P degerleri
belirlendi. Elde edilen P degerlerindeki %0,05’lik istatistiksel hata paymi minimize
etmek amaciyla gelistirilmis olan QValue 1.36.0[91] programini kullanarak P degerleri
icin Q degerleri elde edildi. Daha sonra, 6nceki analizlerde kullanilan 31 adet SSR
markirmdan 23 tanesine ait olan alleller igin fiziksel lokasyonlar1 M. truncatula genom
sekans build programini (3.5.1 versiyonu) kullanarak belirlendi. Son asamada ise LD

degerleri ile fiziksel mesafelerini karsilastirarak LD nin degeri hesapland1
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4. BULGULAR

4.1 Morfolojik Analiz

Kompleksin alttiirleri, ABD Tarim Bakanligi Bitki Genetik Kaynaklar Sisteminde
(USDA-GRIN) ¢icek rengi ve meyve sekli gibi morfolojik kriterlerine goére tanimlanmis
ve smiflandirilmistir fakat smiflandrmada bazi hatalarm oldugu belirlenmistir. Bu
sebeple bu calismada ayni1 morfolojik kriterleri kullanarak alttiirleri tanimlanmis ve
tekrar siniflandirilmigtir. Tetraploit sativa tipik olarak diploit caerulea gibi mor ¢icekli
ve ¢ok sayida meyve kivrimli olarak tanimlanirken tetraploit falcata diploit falcata gibi
sar1 ¢igekli ve orakst meyvelere sahip olarak tanimlanmustir. Tetraploit hibrit varia ise
diploit hibrit hemicycla gibi melez (ebruli) renkli ¢igekler ile kismen kivrimli meyveler
ile karakterize edilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda ilkin morfolojik kriterler kullanilarak
kompleksin tetraploit alttiirleri ayrilmaya c¢alisilmistir. Tetraploitlerde morfolojik
analizler i¢in 70 aksesyonda ¢igek rengi ve meyve sekilleri belirlenerek alttiir

tanimlamalar1 yapilmistir (Cizelge 4.1.1).

Bulunan sonuglar tetraploit genotiplerin genellikle GRIN-USDA sistemde tanimlanan
alttiirler ile bazi istisnalar disinda ayni1 morfolojiye sahip oldugu goriilmiistiir. P1183262
numarali aksesyon GRIN sisteminde sativa alttiiri olarak ifade edilmistir fakat
morfolojik analizlerimiz sonucunda sativa alttiiriinden farkli olarak 0.6’lik meyve
kivrim sayisi ile tetraploit falcata alttiiriine yakinlik gostermistir. Ayni sekilde P1214218
ve P1217648 numarali aksesyonlar da sativa alttiirii olarak belirtilmelerine ragmen bu
analiz neticesinde sirasiyla 1.2 ve 1.0’lik meyve kivrim sayilari ile melez alttiir olan
varia genomuna yakmlik gostermislerdir. P1244317 ve P1420400, 1.4’liik meyve kivrim
sayilar1 ile; P1442877 ise 1.5’lik meyve kivrim sayisi ile varia alttiiriine yakin bir
ozellik gosterirken P1502474 ve P1516902 numarali aksesyonlar 0.8’lik meyve kivrim
sayilart ve ilging bir sekilde mor ¢igek renkleri ile daha ¢ok ya da melez varia
alttiirlerine yakin morfolojik 6zellikler gostermistir. Diger taraftan Pl 206576 numarali
aksesyon GRIN’de sativa alttiirii olarak gosterilmesine ragmen melez ¢igek rengi ve
1.0’lik meyve kivrimi ile P1239954 numarali aksesyon ise ayni sekilde sativa alttiirii
olarak ifade edilirken melez ¢icek rengi ve 1.3’lik meyve kivrimi ile melez alttiir olan

varia alttiiriine benzerlik gostermistir (Cizelge 4.1.1).
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GRIN sisteminde varia alttiirii olarak gosterilen PI 476393 numarali aksesyon da ise
mor ¢igek rengi ve 2.0’likk meyve kivrim sayisi ile sativa alttiiri genomuna yakimlik

belirlenmistir (Cizelge 4.1.1).

Tetraploit falcata alttiirii olarak GRIN sisteminde siniflandirilan aksesyonlardan PI
502441 numarali aksesyonda sasirtict bir durum olarak mor ¢igek rengi ile sativa
alttiirinin  morfolojik 6zelliklerini gostermistir. PI 538983 ve PI 631585 no’lu
aksesyonlarda melez ¢i¢ek renkleri ve 1.0°lik melez meyve kivrim sayilari ile varia
daha fazla benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Diger taraftan PI 631579 no’lu aksesyon
mor ¢icek rengi ve 1.1°lik meyve kivrim sayist ile, Pl 641546 ise mor ¢icek rengi ve
1.6’lik meyve kivrim sayisi ile melez varia alttiiriiniin tipik 6zelliklerini gostermislerdir

(Cizelge 4.1.1).
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Cizelge 4.1.1 Bu calismada kullanilan bireysel genotip sayilari, orjin {ilkeleri,
kromozom sayilar1 ve ¢igek renkleri ile birlikte tetraploit aksesyonlarin listesi ve her bir

aksesyonun bu ¢alisma temelinde smiflandirilmasi

N chlzlgwlgtlidp:gl OrjinUlkesi Krgg?szf’m CigekRengi® 1 o0V® Sistemindeki SEET::S;LT
Sayisi Siniflandirma temelinde)

P1 173733 4 Tiirkiye 32 P 2.7 sativa Sativa

P1 179369 4 Tiirkiye 32 P 2.3 sativa Sativa

PI 180303 4 Hindistan 32 P 0.8 sativa Sativa

P1 182240 4 Tirkiye 32 P 1.7 sativa Sativa

P1 183262 4 Suudi 32 P 0.6 sativa Sativa

Arabistan

P1 196225 4 Hindistan 32 P sativa Sativa

P1198963 4 Kibris 32 P 29 sativa Sativa

P1199273 4 Polonya 32 P 2.8 sativa Sativa

P1 201863 4 fran 32 sativa Sativa

P1 206576 4 Yunanistan 32 PIV 1.0 sativa Sativa

P1 206698 4 Tiirkiye 32 P sativa Sativa

P1208683 4 Cezayir 32 P 2.2 sativa Sativa

P1 210763 4 Ispanya 32 P 25 sativa Sativa

P1214218 4 Danimarka 32 P 1.2 sativa Varia

P1217648 4 Irak 32 P 1.0 sativa Sativa

P1 220531 4 Afganistan 32 P 2.0 sativa Sativa

P1222198 4 Afganistan 32 P 18 sativa sativa-varia

Pl 239954 4 Cezayir 32 PIV 13 sativa Sativa

Pl 244317 4 Ispanya 32 P 1.4 sativa Sativa

P1 256337 4 Pakistan 32 P 1.8 sativa Sativa

Pl 262544 4 Israil 32 P 2.2 sativa Sativa

P1299053 4 SSCB 32 P 1.7 sativa sativa-varia

P1 315484 4 SSCB 32 P 1.8 sativa sativa-varia

P1 399551 4 Romanya 32 P 19 sativa Sativa

P1 420400 4 Ispanya 32 P 1.4 sativa Sativa

P1440517 4 Kazakistan 32 P 1.7 sativa Sativa

P1 442877 4 Cin 32 P 15 sativa varia-sativa

P1 464801 4 Tiirkiye 32 P 15 varia varia-sativa

P1 464813 4 Tiirkiye 32 P 0.8 varia varia-falcata

P1 476393 4 Ukrayna 32 P 2.0 varia sativa-varia

P1 486202 4 Ukrayna 32 P 1.6 varia sativa-varia

P1 486210 4 SSCB 32 P 11 varia Varia

P1 491407 4 Cin 32 Y falcata Falcata

P1 494661 4 Romanya 32 Y 0.6 falcata Falcata

P1 499548 4 Cin 32 falcata Falcata

Pl 499664 4 Cin 32 falcata Falcata

P1 499665 4 Cin 32 falcata Falcata
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Cizelge 4.1.1 (Devam) Bu c¢alismada kullanilan bireysel genotip sayilari, orjin iilkeleri,
kromozom sayilar1 ve ¢igek renkleri ile birlikte tetraploit aksesyonlarin listesi ve her bir

aksesyonun bu ¢alisma temelinde smiflandirilmasi

N chlzlgwlgtlidp:gl OrjinUlkesi Krgg?szf’m CigekRengi® 1 o0V® Sistemindeki SEET::S;LT
Sayisi Siniflandirma temelinde)
P1502441 4 Rusya 32 P 0.6 falcata Falcata
P1 502446 4 Rusya 32 falcata Falcata
P1502459 4 Kazakistan 32 P 1.9 sativa sativa-varia
P1502474 4 Ermenistan 32 P 0.8 sativa Sativa
P1502514 4 SSCB 32 varia varia-sativa
P1502521 4 SSCB 32 varia varia-sativa
P1502529 4 SSCB 32 varia varia-sativa
P1502532 4 SSCB 32 P varia varia-sativa
P1502533 4 SSCB 32 varia varia-sativa
P1502540 4 SSCB 32 P 1.6 varia varia-sativa
P1503867 4 Romanya 32 P varia varia-sativa
P1 516902 4 Fas 32 P 0.8 sativa Sativa
P1538983 4 Ukrayna 32 P/V 1.0 falcata falcata-varia
P1 631573 4 italya 32 falcata Falcata
P1 631579 4 italya 32 P 1.1 falcata falcata-varia
P1631582 4 Tiirkiye 32 falcata falcata-varia
P1 631585 4 Italya 32 PIV 1.0 falcata falcata-varia
Pl 631592 4 Italya 32 falcata falcata-varia
P1 631796 4 ek 32 PIV 0.7 falcata falcata-varia
Cumhuriyeti
Pl 631845 4 Isveg 32 falcata Falcata
Pl 631855 4 isveg 32 falcata Falcata
Pl 631859 4 isveg 32 0.6 falcata Varia
P1 641381 4 Rusya 32 PIV 0.7 falcata falcata-varia
P1641383 4 Rusya 32 Y falcata falcata-varia
P1 641400 4 Rusya 32 Y 0.5 falcata falcata-varia
P1 641545 4 Mogolistan 32 falcata Falcata
P1 641546 4 Mogolistan 32 P 1.6 falcata Falcata
P1 641548 4 Mogolistan 32 falcata Falcata
P1 641581 4 Kazakistan 32 falcata falcata-varia
P1 641582 4 Kazakistan 32 PIY 0.6 falcata Falcata
P1 641585 4 Kazakistan 32 P falcata Falcata
P1 641588 4 Kazakistan 32 P 0.7 falcata Falcata
P1 641599 4 Kazakistan 32 P 0.5 falcata falcata-varia

P Mor rengi, Y sar1 rengi, and V melez rengi gdstermektedir.

b Baglangigta USDA-GRIN’de sativa olarak tanimlanmustir.

¢ Baslangicta USDA-GRIN’de falcata olarak tammlanmugtir.

Kirmizi renkle isaretlenmis ifadeler GRIN sistemine gére farkli sonuglart gostermektedir.

4 Cigek rengi ve tohum sekli beklentilerinden sapanlar.
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Resim 4.1.1 Yoncanmn sativa alttiirine ait Resim 4.1.2 oncanm sativa alttiiriine  ait
morfolojik sonuglar

Resim 4.1.5 Yoncanin varia alttiiriine ait eSim 4.1.6 Yoncanm falcata alttiiriine ait
morfolojik sonuglar morfolojik sonuglar
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4.2 Populasyon Yapisi ve Dinamigi Analizi

Optimal K degeri hem Pritchard ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan ad hoc prosediirii
hem de Evanno ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan metoda gore belirlenmistir.
Asagidaki grafikler (Sekil 4.2.1-A ve Sekil 4.2.2-B) her iki metotun optimal K degerini
tespitini sematize etmektedir. Her iki metotta da optimal K degerinin 2 oldugu yani
verilerin bireylerinin iki ana populasyona ayrilidigi anlasilmistir. Boylece optimal K
degerinin 2 oldugu sonucuna varilmistir. STRUCTURE analizinde varia alttiirleri i¢in
hibrit genomlarin olustugu da gorilmiistiir fakat bu bu alttiiriin yeni bir kiime

olusturacak kadar farkli bir genetik yapiya sahip olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.2.3).

Yukaridaki genel analizlerin yanisira her bir populasyon ve bu populasyonun her bir
bireyi ayr1 ayr1 degerlendirilerek detayli analizler de yapilmustir. Pl 315484 aksesyon
numarali populasyona ait 4 no’lu birey, PI 299053 aksesyonuna ait 2 ve 3 no’lu
bireyler, PI 442877 aksesyonuna ait 1, 2 ve 3 no’lu bireyler ile PI 502459 aksesyonuna
ait 2, 3 ve 4 no’lu bireyler GRIN sistemi tarafindan olusturulan smniflandirmada sativa
alttiirleri olarak ifade edilmistir fakat populasyon yapilarmi ve dinamiklerini
degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen STRUCTURE analizi sonuglarina gore bu
bireylerin genom yiizdesi igerikleri bakimindan varia alttiiriine ait genom o6zellikleri

gosterdikleri saptanmustir (Sekil 4.2.3).

USDA-GRIN sisteminde varia alttiirii olarak siniflandirirlan P1502532 aksesyon
numarali populasyonun 2 ve 3 no’lu bireyleri, P1464801 aksesyonunun 2 no’lu bireyi,
P1502514 ve PI502521 aksesyonlarmin 2, 3 ve 4 no’lu bireyleri, PI476393
aksesyonunun 1 ve 3 no’lu bireyleri, PI503867 aksesyonunun 1, 2 ve 3 no’lu bireyleri,
P1486202 aksesyonunun 1 ve 3 no’lu bireyleri, P1502529 aksesyonunun 3 ve 4 no’lu
bireyleri, Pl 502533 aksesyonunun 2, 3 ve 4 no’lu bireyleri, P1502540 aksesyonunun 1,
2 ve 3 no’lu bireyleri STRUCTURE analizi sonuglarina gore genom yiizdesi igerikleri
bakimindan sativa alttiirii 6zelligi gostermektedirler. Ayni sekilde P1464813 aksesyon
numarali populasyonun 4 no’lu bireyi de falcata alttiiriiniin genom 6zelligini

gostermistir (Sekil 4.2.3).

USDA-GRIN sisteminde falcata alttiiriine dahil edilen Pl 222198 aksesyonun 1 ve 4
no’lu bireyleri STRUCTURE analizi neticesine gore genom yiizdesi bakimindan sativa

alttlirtine daha yakin olarak ortaya ¢ikmistir. Ayni sekilde PI 214218 aksesyon numarali
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populasyonun dort bireyinin tamami, PI 538983 aksesyonunun 1, 2 ve 3 no’lu bireyleri,
PI 222198 aksesyonuna ait 2 ve 3 no’lu bireyler, PI 631796 aksesyonuna ait 1 no’lu
birey, PI 631859 aksesyonuna ait dort bireyin tamami, PI 631585 aksesyonlarin ait 1, 2
ve 3 no’lu bireyler, PI 641381 ve PI 641383 aksesyonlarina ait 1 no’lu bireyler, PI
631579 aksesyonuna ait 1, 2 ve 4 no’lu bireyler, PI 631592 aksesyonuna ait 1 no’lu
birey, PI 631582 ve PI 641400 aksesyonlarina ait 3 no’lu bireyler, PI 641581
aksesyonuna ait 1 no’lu birey ile PI 641599 aksesyonuna ait 3 no’lu birey GRIN
sisteminde tetraploit falcata alttiirleri olarak smiflandirilmistir fakat burada yapilan
analiz sonuglarina gore genom yiizdesi bakimindan varia alttiiriine daha yakin olduklar1

tespit edilmistir (Sekil 4.2.3).

Elde ettigimiz sonuclar, genom kompozisyonlar1 bakimindan birbirinden kismen ayrilan
iki temel kiimenin bulundugunu géstermektedir. Bu iki genomun ayrigma sebepleri i¢in
alttiir tamimlarma bakildiginda ise genel olarak bu gruplarm alttiirler olan sativa ve
tetraploit falcata’ya tekabiil ettigi tespit edilmistir. Bunun yanisira onlarin melez alttiirii
olarak tanimlanan varia alttiiriine dahil edilen populasyonlarin da genomunun beklenen
sekilde melez 6zellik gosteren bireylerden olustugu saptanmistir. Ancak hibrit varia
genomunun her iki alttiiriin ikisinin orta bolgesinde daha ¢ok sativa alttiirlerinin genom

yiizdesine 6nemsenecek derecede yakin bir sekilde ortaya ¢ikmustir. (Sekil 4.2.3).

A neD)
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Sekil 4.2.1 Optimal K degerinin belirlenmesi igin (A) Pritchard ve arkadaslar1 (2000)

tarafindan tanimlanmis olan ad hoc prosediiriine gore elde edilen sonug
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Sekil 4.2.2 Optimal K degerinin belirlenmesi i¢in (B) Evanno ve arkadaslar1 (2005)

tarafindan tanimlanmis olan (AK) prosediiriine gore elde edilen sonug
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Sekil 4.2.3 31 SSR markir ile analiz edilmis 280 bireysel genotip arasinda Bayesian
¢ikarimi temelinde iki kiime olusturdugu tahmin edilen (K=2) tetraploit yonca

populasyonu STRUCTURE goriintiisii

55



4.3 Ana Komponent Analizi (PCA)

STRUCTURE analizi sonuglarint dogrulamak ve olusan populasyonlarin yapisini
kanitlamak amaciyla 280 tetraploit genotip i¢in Ana Komponent Analizini (PCA) de
gerceklestirilmistir. Bu analiz i¢in de sativa, varia ve tetraploit falcata alttiirleri ayni
sekilde kullanilarak ana komponent analizleri gorsellestirilmis ve her bir alttiir taninma
kolaylig1 i¢in farkli renklerle kodlanmistir. 280 tetraploit genotip arasindaki SSR
varyasyonunun %56’s1 PC1 tarafindan, %111 de PC2 tarafindan agiklanmustir (Sekil
4.3.1).

Elde edilen PCA sonuglari, STRUCTURE analizi tarafindan elde edilen iki grubun
(sativa ve tetraploit falcata) benzer sekilde 2 farkli kiime seklinde ayristigini
gostermistir. Sativa (kirmizi renkli grup) ve tetraploit falcata (yesil renkli grup)
alttiirleri birbirinden oldukga bariz bir sekilde ayrisim gostermistir fakat onlarin hibriti
olan varia alttiiriine ait bireylerden olusan grup (siyah renkli grup) her iki grubun

arasinda daha ¢ok sativa alttiir grubuna yakin bir bolgede konumlanmustir (Sekil 4.3.1).

PI 502459 aksesyon numarali populasyona ait 2, 3 no’lu bireyler GRIN tarafindan
olusturulan alttiir smiflandirmasinda sativa alttiirleri olarak belirtilmistir fakat
gerceklestirmis oldugumuz PCA neticesinde bu bireylerin varia alttiir bolgesinde
konumlandigi belirlendi (Sekil 4.3.1). PI 208683 aksesyonuna ait 1 no’lu birey ve PI
464813 aksesyonuna ait 3 ve 4 no’lu bireyler sistemde varia alttiirii olarak
tamimlanmalarma ragmen tetraploit falcata alttiir bolgesinde yer almislardir. Sistemde
varia olarak tanimlanan bireylerden ¢ogu bu analiz sonucunda ilging bir sekilde sativa

alttiir bolgesi ile i¢ ige bir pozisyonda yer almistir (Sekil 4.3.1).

PI 222198 aksesyon numarali populasyonun 1 no’lu bireyi ve PI 538983 numarali
aksesyonun 2 no’lu bireyi sistemde tetraploit falcata olarak belirtilmistir fakat bu analiz
neticesinde bu bireylerin sativa alttiir bolgesinde yer aldig1 gortilmiistiir. Ayn1 sekilde PI
222198 ve PI 538983 aksesyonlarma ait 2 no’lu bireyler sistemde tetraploit falcata
bolgelerinde olarak siniflandirilirken elde ettigimiz analiz sonuglarina gore varia alttiir

bdlgesinde konumlanmistir (Sekil 4.3.1).
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Sekil 4.3.1. 31 SSR markirmin kullanildigi analizden elde edilen iki ana komponent
temelinde tetraploit yonca populasyonlarina ait {i¢ alttiiriin (Sativa, varia ve tetraploit

falcata) birbirinden ayrilmasi

4.4 Molekiiler Filogenetik Analizler

STRUCTURE ve Ana Komponent Analizinden elde edilmis sonuglar1 teyit etmek ve
280 tetraploit genotipe ait molekiiler iliskileri belirlemek amaciyla molekiiler
filogenetik analiz gergeklestirildi. Bu analiz icin POWERMARKER V3.25 programi
kullanildi. Programdan elde edilen verileri kullanarak da hem 280 tetraploit bireyin
bireysel bazda molekiiler iliskisi i¢in (Sekil 4.4.1) hem de bu bireylere ait 70 adet
aksesyonun populasyon diizeyinde molekiiler iliskisinin (Sekil 4.4.2). belirlenmesi i¢in
olusturulan Neighbou-Joining agact DENDROSCOPE adli programi kullanarak

gorsellestirilmistir.

280 adet genotip igin olugturulan NJ agaci analiz edildiginde, agacin sol bolgesinde
kiimelenen genotiplerin (kirmiz1 ¢izgiler) sativa alttiiriine, sag bolgesinde kiimelenen
genotiplerin (Yesil ¢gizgiler) ise tetraploit falcata alttiiriine ait olduklar1 belirlendi. Her
iki alttiiriin melezi olarak orta kisimda yer alan varia alttiiriine ait genotiplerin (siyah
cizgiler) ozellikle sativa alttiirii ile ayni kiimeye dahil edilebilecek kadar yakin bir

derecede molekiiler iligki gosterdigi belirlenmistir.
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PI 299053 aksesyon numarali populasyona ait 3 no’lu birey, PI 442877 aksesyonuna ait
1, 2 ve 3 no’lu bireyler, PI 502474 ve PI 502459 aksesyonlarina ait 2, 3 ve 4 no’lu
bireyler GRIN sistemi tarafindan olusturulan siniflandirmada sativa alttiirleri olarak
ifade edilmistir fakat filogenetik analiz sonuglarina gére bu bireylerin varia alttiir

bolgesinde konumlandigi belirlenmistir (Sekil 4.4.1).

Pl 502514 aksesyon numarali populasyonun 3 no’lu bireyi, Pl 502521 aksesyonunun 3
ve 4 no’lu bireyleri, PI 476393 aksesyonunun 2, 3 ve 4 no’lu bireyleri, Pl 486202
aksesyonunun 4 no’lu bireyi, PI 502529 aksesyonunun dort bireyinin tamami, PI
502533 aksesyonunun 2 no’lu bireyi, PI 502540 aksesyonunun 1, 2 ve 3 no’lu bireyleri
ile PI 464813 aksesyonunun 2 no’lu bireyi sistemde varia alttiiriine dahil iken bu
bireyler NJ analizi sonucunda sativa alttiiriine yakin bdlgede konumlanmustir. Ayni
sekilde PI 464813 aksesyon numarali populasyonun 1, 3 ve 4 no’lu bireyleri de
sistemde varia alttiir bolgesinde ifade edilirken NJ analiz sonuglarimiza gére ilging bir

sekilde tetraploit falcata bolgesinde konumlanmustir (Sekil 4.4.1).

PI 538983 aksesyon numarali populasyonun 1 ve 2 no’lu bireyleri GRIN sistemine gore
yapilan siniflandirmada tetraploit falcata alttiirleri seklinde ifade edilirken yapmis
oldugumuz NJ analizi neticesinde sativa alttiiriine ait kiimelenmenin oldugu bélgede yer
almistir. Aymi sekilde PI 214218 aksesyon numarali populasyonun 1 ve 2 no’lu
bireyleri, PI 538983 aksesyonunun 3 no’lu bireyi, PI 222198 aksesyonuna ait dort
bireyin tamami, PI 631796 aksesyonuna ait 1 no’lu birey, PI 631859 ve PI 631585
aksesyonlarin ait tiim bireyler, PI 641381 aksesyonuna ait 1, 2 ve 3 no’lu bireyler ve PI
641383 aksesyonuna ait 1 no’lu birey sistemde tetraploit falcata alttiirleri olarak
belirtilmistir fakat yapmis oldugumuz NJ analizi neticesinde varia alttiir bolgesinde

konumlanmistir (Sekil 4.4.1).
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4.5 Molekiiler Varyans Analizi AMOVA)

Var olan genetik varyasyonun 3 farkli tetraploit alttiire dagilimi igin gesitli
kombinasyonlarla Molekiiler Varyans Analizleri (AMOVA) gergeklestirildi. Molekiiler
Varyans Analizleri i¢in GenAlEx 6.1 adli bilgisayar programi kullanildi. Aksesyonlar
icerisindeki varyansi hesaplayabilmek amaciyla AMOVA analizi i¢in herbirinde 4’er
tane birey bulunan 70 aksesyondan olusan toplam 280 tetraploit genotip kullanildi.
AMOVA analizlerini ger¢eklestirmek amaciyla 280 tetraploit bireyden olusan alttiirlerin
3 farkli kombinasyonu olusturuldu. Ik olarak 3 alttiiriin birlikteligi seklinde (sativa,
varia ve tetraploit falcata), ikinci analizde alttiir varia, genom olarak benzerlik
gosterdigi sativa alttiirii ile birlestirilerek sativa alttiirii olarak degerlendirilerek 2 alttiir
seklinde (sativa ve tetraploit falcata) ve son kombinasyon olarak ise alttiir varia’nin
tamamen c¢ikarilmasiyla yine 2 alttiir seklinde (Sativa ve tetraploit falcata) bir

diizenleme yapilmistir.

Tetraploitlerin ilk kombinasyonunda 3 alttiir tarafindan agiklanan genetik varyans %19,
aksesyonlar arasindaki genetik varyans %15 ve aksesyonlar icerisindeki genetik varyans
ise %66 olarak (Cizelge 4.5.1) hesaplandi. Ikinci analizde 2 alttiir tarafindan agiklanan
toplam genetik varyans %21, aksesyonlar arasindaki %15 ve aksesyonlar icerisindeki
ise %64 olarak (Cizelge 4.5.2) olarak hesaplandi. Son kombinasyonda ise ayni sekilde
2 alttiir tarafindan agiklanan toplam genetik varyans %25, aksesyonlar arasindaki %15

ve aksesyonlar igerisindeki ise %60 olarak (Cizelge 4.5.3) bulunmustur.

Bir aksesyonun igerisindeki bireyler arasindaki genetik varyans, aksesyonlarin ve
alttiirlerin farklilagsmasi 280 tetraploit birey igin istatistiksel a¢idan yiiksek derecede
anlamli (P < 0.001) bulunmustur.

Toplam genetik varyanslara bakildiginda en yiiksek toplam genetik varyansin sativa
alttiirii ile tetraploit falcata arasinda (%25) oldugu goriilmektedir. En diisiik toplam
genetik varyans ise 3 alttiirlin beraber analiz edildigi durumda (%19) ortaya ¢ikmuistr.
Alttiir sayis1 arttiginda alttiirlerin agikladig1 genetik varyans azalmistir. Populasyonlar
arasindaki genetik varyans igcilincii kombinasyonda populasyon sayisi azalmasina
ragmen her li¢ kombinasyon i¢in ayni kalmistir. Populasyonlar igerisindeki bireyler
arasindaki genetik varyans ise en yiiksek olarak 3 alttiiriin kullanildig1 ilk

kombinasyonda (%66), en diisiik olarak ise varia alttiiriiniin ¢ikarildigr {igiincii
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kombinasyonda (%60) bulunmustur. Populasyon igerisindeki birey sayisinin azalmasi

populasyonlar icerisindeki genetik varyansi diigiirmiistiir.

Tetraploit populasyonlar igerisindeki bireyler arasindaki genetik varyasyon yiiksekken
alttirler arasindaki varyasyonlar daha diisik olarak bulunmustur. Tetraploit

populasyonlar arasindaki genetik varyasyonlar da yiiksek olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5.1 70 aksesyondan elde edilen 280 adet tetraploit genotipin ti¢ farkl alttiir
(sativa, varia ve falcata) i¢cin Molekiiler Varyans Analizi ve varyasyonun her bir

kaynagina katkida bulunan toplam genetik varyansin yiizdesi

Varyans Varyans
Kaynak df SS MS ) (] P
I¢erigi Yiizdesi
Gruplar Arasinda 2 1050.619 525.310 5.575 19% 0.194 0.001
Aksesyonlar
67 2408.506  35.948 4.247 15% 0.183 0.001
Arasinda
Aksesyonlar
3981.500  18.960 18.960 66% 0.341 0.001

icerisinde

Cizelge 4.5.2 70 aksesyondan elde edilen 280 adet tetraploit genotipin iki farkli alttiir
(varia alttiirii ile birlestirilmis sativa ve falcata) icin Molekiiler Varyans Analizi ve

varyasyonun her bir kaynagina katkida bulunan toplam genetik varyansin ytizdesi

Varyans Varyans
Kaynak df SS MS . 0} P
I¢erigi Yiizdesi
Gruplar Arasinda 1 896.606  896.606 6.265 21% 0.210 0.001
Aksesyonlar
68 2543.319  37.402 4.611 15% 0.196 0.001
Arasinda
Aksesyonlar
3981.500 18.960 18.960 64% 0.365 0.001

Icerisinde
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Cizelge 4.5.3 58 aksesyondan elde edilen 232 adet tetraploit genotipin iki farkli alttiir
(varia alttiirti ¢ikarilmis olarak sativa ve falcata) igin Molekiiler Varyans Analizi ve

varyasyonun her bir kaynagina katkida bulunan toplam genetik varyansin yiizdesi

Varyans Varyans
Kaynak df SS MS . 0} P
I¢erigi Yiizdesi
Gruplar Arasinda 1 921.066  921.066 7.633 25% 0.249 0.001
Aksesyonlar
56 2057.214  36.736 4.554 15% 0.197 0.001
Arasinda
Aksesyonlar
3222.750  18.522 18.522 60% 0.397 0.001

icerisinde

4.6 Genetik Cesitlilik Analizi

Cesitlilik  analizleri kapsaminda 280 tetraploit genotipin ®PT degerlerini
inceledigimizde bu degerlerin 3 alttiir i¢in (sativa, varia ve tetraploit falcata)
0.0076°dan (sativa ve varia) 0.314’¢ (sativa ve tetraploit falcata arasinda) (Cizelge
4.6.1) kadar siralandigimi gérmekteyiz. Herbir ®PT cifti degerleri 9999’luk rastgele
permiitasyonlar temelinde gerceklestirilen testlere gore 0’dan Onemli derecede

farklilagmuastir.

Bu sonuglar genetik ¢esitlilik ve farklilasmanin sativa ile falcata arasinda en fazla
oldugunu, cesitlilik ve farklilasmanin sativa ile varia arasimda en az oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.6.1 280 adet tetraploit genotip i¢in STRUCTURE analizi temelinde

belirlenmis ti¢ alttiiriin (sativa, varia ve tetraploit falcata) giftli ®pr degerleri

Group Sativa Varia
Varia 0.076
Tetraploit

0.314 0.156
Falcata

*Tiim ®PT degerleri P=0.0001"de énemlidir
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Calismamizin kapsaminda 280 tetraploit genotipe ait genetik ¢esitliligi hesaplamak
amaciyla, Allel Frekansi, Major Allel Frekansi, Gen cesitliligi ve Polimorfik Bilgi
Igerigi gibi degisik genetik g¢esitlilik parametreleri iceren analizler gerceklestirildi. Bu
analizler i¢in 280 tetraploit genotipe sahip olan 3 alttiirin AMOVA analizine benzer
sekilde 3 farkli kombinasyonu icin degerlendirilmesi yapildi. ilk kombinasyonda
(sativa, varia and tetraploit falcata alttiirlerinin bulundugu) tiim genotipler i¢in herbir
SSR lokusundaki allellerin total miktar1 34.5’luk bir ortalama ile 5’den 93.6’ya kadar
siralanmugtir. Sativa alttiiriine ait allel frekans1 37.1°lik bir ortalama ile tipk1 major allel
frekansinda oldugu gibi (0.79’luk ortalama ile) varia ve tetraploit falcata alttiiriinden
daha yiiksek ¢ikmistir. Gen g¢esitliligi beklenen heterozigotinin yansimasi olarak
bilinmektedir ve bu analiz neticesinde total gen ¢esitliligi 0.10’dan 0.50’ye 0.35’lik bir
ortalama ile siralanmistir. En yiiksek gen g¢esitliligine sahip alttiir ise 0.32°lik bir
ortalama ile tetraploit falcata alttiirii bulunmustur. Tim genotiplerin ortalama
polimorfik bilgi igerigine baktigimizda yine tetraploit falcata alttiiriinde 0.28’lik bir
ortalama ile sativa ve varia alttiiriinden daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.6.2). Ikinci kombinasyonda (varia ile birlestirilmis sativa ve tetraploit falcata
alttiiri) total allel frekansi, major allel frekansi, gen cesitliligi ve polimorfik bilgi
iceriginin ortalama sayilar1 bir 6nceki analizde elde edilen ortalamalar ile ayni olarak
bulunmustur fakat sativa alttiiriine varia alttiirii eklenmesi sonucu sativa olarak kabul
edilen alttiiriin allel frekansmin (36.6’lik bir ortalama ile) ve major allel frekansinin
(0.78’lik bir ortalama ile) ortalamalar1 tetraploit falcata alttiiriinden daha yiiksek
olmasma ragmen 0.30’luk bir ortalama ile daha diisiik olarak bulunmustur. Tim
genotiplere ait ortalama polimorfik bilgi igerigi ise tetraploit falcata alttiiriinde 0.28’lik
bir ortalama ile varia ile birlestirilen sativa alttiirinden daha yiiksek olarak ortaya
cikmustir (Cizelge 4.6.3). Son kombinasyon (varia alttiiriiniin ¢ikarilmasi sonucu sativa
ve tetraploit falcata alttiirleri ile) i¢in yapilan analiz sonuglarina baktigimizda ise total
ortalama allel frekanslarmin Onceki iki kombinasyona gore degisen ortalamalar ile
6.00’dan 93.5’¢ kadar siralanarak 34.2’lik bir ortalama ile azaldig1 gézlenmistir. Sativa
alttiiriinde hem allel frekanst hem de major allel frekansi i¢in Onceki sonuclari
dogrulayacak sekilde tetraploit falcata’dan daha biiyiik oldugunu ortaya konmustur.
Mayjor allel frekansi da allel frekansi gibi azalmistir. Gen ¢esitliligi ve polimorfik bilgi
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iceriklerinin ortalama degerlerinin ise dnceki iki kombinasyonda elde edilen ortalamalar

ile ayni1 oldugu soylenebilir (Cizelge 4.6.4).

Sonug olarak tetraploitlerde gerek allel frekansi (34.5), gen ¢esitliligi (0.35) ve gerekse
polimorfik bilgi iceriklerinin (0.28) yiiksek diizeyde olusu, genetik ¢esitliligin tetraploit
M. sativa-falcata kompleksinde olduk¢a yiiksek diizeyde oldugunu gostermektedir.
Ayrica alttiirler arasinda en fazla farklilasmanin ®PT analizinde oldugu gibi sativa
alttiri ile tetraploit falcata alttiirii arasinda olmasi bu iki genetik kaynagm allel
cesitliligi bakimindan farkhilastigi ve bitki 1slahinda olduk¢a degerli olduklarini
gostermektedir. Bunun neticesinde ayni ploidi seviyesinde yer alan tiirler arasindaki

farklilagsma yliksek diizeyde olabilmektedir.

Cizelge 4.6.2 Ug alttiiriin (sativa, falcata ve varia) 280 adet bireysel genotipi i¢in 31

SSR lokusu temelinde araliklari ile birlikte (parantez igerisinde) ¢esitlilik istatistikleri

M. sativa subsp. M. sativa M. sativa subsp.

Parametre Tamam . .
sativa subsp. varia falcata

Birey Sayisi 280 112 48 120
Allel Frekansi 34.5 (5.00-93.6) 37.1(0.00-100.0) 35.5(0.00-97.9) 31.6 (0.00-94.1)
Major Allel Frekans1  0.74 (0.95-0.51) 0.79 (0.51-1.00) 0.77 (0.50-1.00) 0.77 (0.51-1.00)
Gen Cesitliligi 0.35(0.10-0.50) 0.28 (0.00-0.50) 0.31 (0.00-0.50) 0.32 (0.00-0.50)
Polimorfik Bilgi 0.28 (0.09-0.37) 0.23(0.00-0.37) 0.25(0.00-0.38) 0.26 (0.00-0.37)
icerigi

Cizelge 4.6.3 Iki alttiiriin (varia ile birlestirilmis sativa ve tetraploit falcata) 280 adet
bireysel genotipi icin 31 SSR lokusu temelinde araliklar1 ile birlikte (parantez

icerisinde) ¢esitlilik istatistikleri

M. sativa subsp. M. sativa

Parametre Tamam

sativa (ve varia)
Birey Sayisi 280 160 120

subsp. falcata

Allel Frekansi 34.5 (5.00-93.6) 36.6 (0.00-99.4) 31.6 (0.00-94.1)
Biiyiik Allel Frekanst  0.74 (0.95-0.51) 0.78 (0.50-1.00) 0.77 (0.50-1.00)
Gen Cesitliligi 0.35 (0.10-0.50) 0.30 (0.00-0.50) 0.32 (0.00-0.50)

Polimorfik Bilgi icerigi  0.28 (0.09-0.37) 0.24 (0.00-0.38) 0.26 (0.00-0.37)
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Cizelge 4.6.4 Iki alttiiriin (varia alttiirii ¢ikarilmis olarak sativa ve tetraploit falcata)
232 adet bireysel genotipi igin 31 SSR lokusu temelinde araliklar1 ile birlikte (parantez
icerisinde) ¢esitlilik istatistikleri

Parametre Tamam M. sativa subsp.sativa M. sativa subsp. falcata
Birey Sayis1 232 112 120

Allel Frekansi 34.2 (6.00-93.5) 37.1 (0.00-100.0) 31.6 (0.00-94.1)
Biiyiik Allel Frekans1  0.73 (0.51-0.94) 0.79 (0.51-1.00) 0.77 (0.50-1.00)
Gen Cesitliligi 0.35 (0.11-0.50) 0.28 (0.00-0.50) 0.32 (0.00-0.50)
Polimorfik Bilgi icerigi 0.28 (0.11-0.37) 0.23 (0.00-0.37) 0.260.00-0.37)

4.7 Linkage Esitsizligi (LD) Analizi

SSR markirlarinin her birinin bir digerine gore baglanti esitsizliginin analizleri i¢in var
yok eksenli skorlamadan dolay1 ancak allel testleri gergeklestirilebilmistir. Analizlerde
markirlarin kromozom ftizerindeki lokasyonlar1 igin M. truncatula genetik haritasi
kullanilmistir. Buna gore aw774443 ve AW981317 markirlart 1. kromozomda yer
alarak Linkage 1 grubunu, AW691788, aw586158, B21E13 markirlari 2. kromozomda
yer alarak Linkage 2 grubunu, aw690263, AW776398, aw691701, AW980858
markirlart 3. kromozomda yer alarak Linkage 3 grubunu, aw688546, al367160,
awb59239, bg448975 markirlar1 4. kromozomda yer alarak Linkage 4 grubunu,
BE317308, AW689203, AW695900 markirlar1 5. kromozomda yer alarak Linkage 5
grubunu, AW686906, AW694962, afct45 markirlar: 7. kromozomda yer alarak Linkage
7 grubunu ve aa660573, aw695813, bg647796 markirlar1 da 8. kromozomda yer alarak
Linkage 8 grubunu olusturmustur. 6. kromozomda sadece mtic14 markir1 yer aldigi igin

bu kromozom i¢in LD hesaplamas1 yapilamamistir.

Sonug olarak, 103 lokustan olusan 23 markirin M. truncatula’nin 8 kromozomu
iizerindeki fiziksel mesafeleri belirlenmis ve LD analizi gerceklestirilmistir. LD analizi
sonrasi elde edilen P degerleri daha kolay gorsellestime i¢in —log (P degeri) sekline

doniistiiriilmistiir. Sonrasinda ise Q degerleri olarak alindig1 i¢in —log (Q degeri) seklini
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almistir. Elde edilen P degerinin 0.0001 ya da daha diisiik oldugu durumda[(-log (Q
degeri) > 3] logaritmik Q degerleri ile bu markirlarin kromozomlar iizerindeki mega baz
boyutundaki fiziksel mesafeleri karsilastirildiginda bu tetraploit aksesyonlarda onemli
derecede (p<0,0001) LD’nin olmadigi sonucuna varilmustir (Sekil. 4.7.1).
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Sekil 4.7.1 70 Tetraploit yonca aksesyonuna ait 280 bireyde, M. truncatula genom
dizisi temelinde, Megabazlik fiziksel mesafelerine gore tiim kromozomlardaki SSR

lokuslar1 arasindaki linkage esitsizligi (-log (Q value)) plotu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada oldukc¢a yaygin bir alanda yetistirilen yonca (M. sativa L.) bitkisi, Medicago
cinsi igerisinde yer alan 6nemli bir baklagil yem bitkisidir[19]. Yiiksek verim ve yem
kalitesi ile birlikte farkli cografyalara adapte olabilme yetenegine sahiptir[20]. Kiiltiir
yoncasi, tetrasomik kalitim (2n = 4x = 32) gdsteren bir tetraploit olup ve zaman
icerisinde M. sativa tiir kompleksinden 1slah yoluyla elde edilmistir[4]. Kompleks bir
sistematik grup olan Medicago sativa-falcata tiir kompleksi adli bir taksonomik grup
olup ploidi seviyesi bakimmdan farklilik gésteren diploit ve tetraploit alt taksonomik
birimlerden olugmaktadir. Komplekse dahil olan sistematik birimler arasinda herhangi
bir lireme engeli bulunmamaktadir ve farkli ploidi diizeyleri arasinda bile gen akis1
olmaktadir. Bu ¢alismada alttiir varia ile alttiir sativa arasinda farklilasmanin olduk¢a
simirlt olmasi da gen akiginin yogun olarak gerceklestigi anlamina gelmektedir.

M. sativa-falcata kompleksindeki taksonun tiirler ya da alttiirler olarak siniflandirilmasi
tartigmalidir[3, 4, 92, 93]. Sinskaya[92] caerulea, hemicycla, falcata ve sativa’yi tiirler
olarak gostermis ve onlari, tiirlerin bir anahtar1 olarak diger taksonun bir kismi ile
birlikte diisiinmiistiir. Sinskaya[92] ayni ploidi diizeyi i¢indeki takson’nin birbiri ile
daha yakin iliskili oldugunu varsayarak ploidi temelinde takson’y1 ilk kez boliimlere
aymrmustir. Lesins ve Lesins[3], falcata ve sativa’yr Medicago’nun farkl tiirleri olarak
smiflandirmis, ayn1 zamanda hemicycla ve caerulea’y alttiir diizeyine indirgemislerdir.
Ayrica arastirmacilar, falcata ve sativa’nin bariz morfolojiksel farkliliklar1 olmasina
ragmen falcata ve sativa arasinda hibridizasyon engellerinin olmadigmmi da not
etmislerdir. Cok yakin ge¢miste, bu takson’nin tamamma M. sativa-falcata
kompleksi[4] icerisinde alttiir statiisii verilmistir ve bu adlandirma NPGS (National
Plant Germplasm System) tarafindan kabul edilmis ve GRIN’de kullanilmistir.
Kompleksin igerisinde yer alan alttiirleri ve bunlar arasindaki iliskileri belirlemek
amaciyla ozellikle son yillarda gelistirilen molekiiler teknikler ve markirlar araciligiyla

alttiirlerin populasyon yapilari, genetik cesitlilikleri ve molekiiler siniflandirmalari

hakkinda bilgiler elde edilmektedir[5, 94].

Calismamizin ilk basamagmi olusturan morfolojik analizlerden elde ettigimiz sonuglar,
tetraploit genotiplerin genellikle GRIN-USDA sistemde tanimlanan alttiirler ile bazi

istisnalar diginda genelde ayni morfolojiye sahip alttiirler oldugunu gostermistir. Bu
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sonuglarin, Sakiroglu[5] tarafindan yapilan morfoloji ¢alismasi ile paralel sonuglar
gosterdigini gérmekteyiz. Tetraploit populasyonlarin genetik yapilarina gore ayrilarak
alttiirlerin ve onlarin arasindaki iliskilerin belirlenmesi i¢in gergeklestirdigimiz
STRUCTURE analizi, tetraploit diizeyde bir ayrismanin oldugunu ve &zellikle alttiir
falcata ve alttiir sativa’nin bu anlamda alttiir kabul edilebilecek kadar farklilastigini
gostermektedir. Alttiir varia’nin melezlik durumu ve alttiir falcata ile alttiir sativa
arasinda goriilen gecisler iireme engellerinin tam olarak olugmadigi dolayisiyla bu

birimlerin tiir olarak kabul edilemeyecegini gostermektedir.

Bunun yanisira onlarin melez alttiirii olarak gosterilebilecek varia genomuna ait hibrit
sinyalleri veren bireylerin de mevcut oldugunu ¢alismamizin kapsaminda tespit ettik.
Hibrit varia genomu ise her iki alttiiriin arasinda daha ¢ok sativa alttiirlerinin genom
ylizdesine 6nemsenecek derecede yakin bir sekilde tigiincii alttiir olarak ortaya ¢ikmaistir.
STRUCTURE analiz sonuglarmi dogrulamak ve olusan populasyonlarin yapisini
kanitlamak amaciyla gergeklestirdigimiz Ana Komponent Analizi (PCA) de elde edilen
iki alttiiriin (sativa ve tetraploit falcata) onlarin melezi olan varia ile birlikte 3 farkli
kiime seklinde ayristigimi gostermistir. Alttiir sativa ve alttiir falcata arasindaki ayrisim
oldukg¢a barizdir fakat alttiir varia’nin her iki grubun arasinda daha g¢ok sativa alttiir
grubuna yakin bir bolgede konumlandigi goriilmiistiir. Bu durum ise STRUCTURE
analiz sonuglarin1 dogrulamistir. Populasyon yapismi ve alttiirlerin  kompleks
icerisindeki pozisyonlarini belirlemeye ¢alistigimiz son analizde ise, SSR markirlarini
kullanarak alttiirler arasindaki molekiiler iliskiler belirlendi. Bu amagla alttiirlerin SSR
dizilerine gore mesafe temelli Neighbour Joining (NJ) agact olusturduk. NJ analiz
sonuglart hem STRUCTURE hem de Ana Komponent Analiz (PCA) sonuglarini
destekler niteliktedir. Temel olarak, sativa ve tetraploit falcata seklinde, genom
kompozisyonlar1 bakimindan birbirinden ayrilan iki esas alttiiriin oldugu bulunmustur.
Elde edilen bu sonuglar, Sakiroglu[5], Havananda ve arkadaslari[6] tarafindan
eszamanli olarak gergeklestirilen ¢alismanin sonuglari ile uyumluluk gostermistir fakat
89 SSR markir1 ile ayrilan diploit alttiirlerde melez alttiir hemicycla’nin yani sira
cografik dagilimlara ve ekocografik yapiya gore ikiye ayrilan falcata ve cerulea alttiir
genomlar1 belirlenmistir[5]. Diploitlerde daha kesin ayrimlar goriilmesine ragmen ayni
ayrimlarin tetraploit birimlerde goriilmemesi iki sekilde aciklanabilir: daha Onceki

calismalarda daha yiiksek sayida markir kullanilmistir ve diploitlikten dolayr markirlar
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biallelik olarak skorlanmistir. Dolayisiyla markirlarmm sunabilecegi tiim bilgiden
faydalanilmistir. Ancak bu ¢aligmada 31 markir kullanilmistir ve tetraploit materyalden
dolay1 skorlama binary olarak yapilmak zorunda kalinmistir ve molekiiler markirlar tam
ayrigmalart tespit edememis olabilir. Bu olasiligin yaninda daha giiglii olasilik ise
tetraploitlerin antropojenik etkiler sayesinde siirekli yer degistirilerek genetik
homojenizasyona sebebiyet vermis olabilir. Yukardaki her iki olasiligin hangisinin bu
farka sebep oldugunu anlamak sekans verilerinin diploit ve tetraploit birimlere ayni

anda uygulanabilmesi ile miimkiindiir ve oldukga ilging bir ¢calisma konusu olacaktir.

Tetraploit birimler arasinda goriilen genetik varyansin kaynaklarmi analiz igin
gerceklestirilen Molekiiler Varyans Analizinde (AMOVA) genetik varyansin ¢ogu bir
aksesyonun igerisindeki bireyler arasinda olmasina ragmen aksesyonlarin ve alttiirlerin
farklilagmas1 280 tetraploit birey igin yiiksek derecede 6nemli (P<0.001) olarak
belirlenmistir. Toplam genetik varyanslara bakildiginda en yiliksek toplam genetik
varyansin Sativa alttiirii ile tetraploit falcata arasinda (%25) oldugu goriilmektedir. En
diisiik toplam genetik varyans ise 3 alttliriin beraber analiz edildigi durumda (%19)
ortaya ¢ikmustir. Alttiir sayis1 arttiginda toplam genetik varyans azalmustir.
Populasyonlar arasindaki genetik varyans li¢iincii kombinasyonda populasyon sayisi
azalmasina ragmen her li¢ kombinasyon i¢in ayni kalmistir. Populasyonlar igerisindeki
bireyler arasindaki genetik varyans ise en yiiksek olarak 3 alttiiriin kullanildigi ilk
kombinasyonda (%66), en diisiik olarak ise varia alttiiriniin ¢ikarildigi tgiincii
kombinasyonda (%60) bulunmustur. Populasyon igerisindeki birey sayisinin azalmasi
populasyonlar igerisindeki genetik varyansi diistirmiistiir. Tetraploit populasyonlar
icerisindeki bireyler arasindaki genetik varyasyon yiiksek iken alttiirler arasindaki
varyasyonlar daha diisiik olarak bulunmustur. Bu sonuglar daha once gerceklestirilen
benzer ¢alismalardaki sonuglarla ortiismektedir[5, 66, 68]. Tiirler arasi eslesen pek ¢ok
bitki tiirii populasyon i¢i genetik varyasyonun biiyiik bir miktarini gostermektedir ve

kiiltive edilmis yonca istisna degildir[61].

Alttiirler arasindaki genetik cesitliligi degerlendirmek amaciyla gerceklestirdigimiz
cesitlilik analizleri kapsaminda, 280 tetraploit genotipe ait ®PT degerlerini inceledik.
Bu degerlerin 3 alttiir i¢in (sativa, varia and tetraploit falcata) 0.000°dan (sativa ve

sativa, varia ve varia, tetraploit falcata ve tetraploit falcata arasinda) 0.314’e (sativa ve
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tetraploit falcata arasinda) (Cizelge 4.6.1) kadar siralandigin1 gordiik. Herbir ®PT c¢ifti
degerleri 9.999’Iluk rastgele permiitasyonlar temelinde gerceklestirilen testlere gore
0’dan 6nemli derecede farklilasmistir. Bu sonuglar genetik ¢esitlilik ve farklilasmanin
sativa ile tetraploit falcata arasinda en fazla oldugunu, gesitlilik ve farklilasmanin ayni
ploidi diizeyi icerisinde ve ayni alttiirler arasinda en az oldugunu gostermektedir.
Konuyla ilgili diger ¢aligmalarda da benzer sonuglarin elde edildigini gérmekteyiz[5,
46, 61]. Mitokondrial DNA varyasyonu[43] temelinde falcata ve caerulea ya da sativa
arasinda kismen farklilagsmanin oldugu belirtilmistir. Muller ve arkadaslari[43] pek ¢ok
aksesyonu tetraploit olarak degerlendirmesine ragmen onlarin elde ettikleri sonuglar
alttiirler arasinda gen akisinin meydana geldigini ve bu calismadan elde edilen
sonuglarin agiklama ile uyumlu oldugunu gostermektedir. ispanya’dan elde edilen bir
12 setlik yabanil ve kiiltive edilmis M. sativa populasyonlarinda Jenczewski ve
arkadaglar1[59] izozimler ile 0.0490’lik bir Fst bulmuslardir. Bu deger bu ¢alismadan

elde edilen sonugtan daha diistiktiir.

Calisma kapsaminda analiz edilen bir diger veri ise temel molekiiler populasyongenetigi
parametrelerinin karsilagtirmasidir. Sonug olarak tetraploitlerde gerek allel frekansi
(34.5), gen gesitliligi (0.35) ve gerekse polimorfik bilgi iceriklerinin (0.28) yiiksek
diizeyde olusu, genetik c¢esitliligin tetraploit M. sativa-falcata kompleksinde oldukga
yiiksek diizeyde oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz sonuglar1 diploit sonuglarla[5]
kiyasladigimizda tetraploitlerdeki allel frekansinin, gen ¢esitliliginin ve polimorfik bilgi
iceriginin diploitlere gore fazla olduklarin1 gormekteyiz. Bu durum ise tetraploit gen
havuzunun daha ytiksek cesitlilikte allel i¢erdigini ve bu ¢esitliligin kompleksin genetik

cesitliligini artirarak yoncanin gelisimine katkida bulundugunu gostermektedir.

Calismamizin son basamaginda ise tetraploit yoncada SSR lokuslarini kullanarak
Linkage Esitsizligi (Linkage Disequilibrium)’ni degerlendirmek amaciyla LD analizi
gerceklestirdik. 103 lokustan olusan 23 markirin  kullanildigi analizde, M.
truncatula’nin 8 kromozomu tizerindeki fiziksel mesafeler belirlenmis ve LD analizi
gerceklestirilmistir. Logaritmik Q degerleri ile bu markirlarin kromozomlar iizerindeki
Mega baz ¢ifti boyutundaki fiziksel mesafeleri karsilastirildiginda bu tetraploit

aksesyonlarda 6nemli derecede (p<0,001) LD’nin olmadig1 sonucuna varilmistir.
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Bu c¢alisma kapsaminda, tiim genomu kapsayan molekiiler SSR markirlar: kullanilarak
M. sativa-falcata kompleksi’nin tetraploit {yelerinin taksonomik konumlari
anlamlandirilmaya caligilmistir. Elde edilen sonuglar, komplekste tetraploitlerin yani
sira, bunlarm diploitlerle olan iligkilerinin de aydimnlatilmasinda 6nemli 6lgiide katkida
bulunmustur. Daha 6nce yoncada tanimlanmis olan SSR markirlarinin, yonca ve diger
canlilar i¢in genetik ¢esitlilik ve beraberinde 1slah ¢alismalarinda, populasyon dinamigi
ve molekiiler genetik calismalarinda olduk¢a kullanish araglar olduklari goriilmiistiir.
Hem ekonomik degerinden hem de model bir kompleks olan M. sativa-falcata tiir
kompleks birimlerinin molekiiler siniflandirmasinin yapilmasi bilimsel agidan oldukg¢a
onemlidir. Tetraploitlerde genetik gesitliligin saptanmasi ve bu c¢esitliligin varyete ve
alttiir diizeylerindeki dagilimmim bilinmesi bitki genetik kaynaklarinin yonca
gelistirmede 1slahgilar tarafindan daha etkin kullanilmasinin  6niinii acacaktir.
Ulkemizde, yonca genetik kaynaklarinm olusturulmas: ve kullanilmasi agismdan bu

calisgmanin 6nemli bir referans olacagi diistiniilmektedir.
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