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ONSOZ

Bu calisma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji Anabilim

Dali’nda ytiksek lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada flow sitometri ile Tiirkiye’de yetisen Medicago sativa subsp. varia’nin ploidi
diizeyleri ve DNA icerikleri belirlenmistir. Yonca alttiirlerinde ploidi diizeyleri ve DNA
iceriklerinin bilimsel veriler halinde sunulmasi bitki smiflandirma ve 1slah1 agisindan

oldukga 6nemlidir.

Tez calismamda en biiyilk emegi gecen, yogun calismalarindan bana zaman ayirarak
bilimsel katki ve Onerileri ile yol gdsteren, calismami yiirlitme ve sonuglandirma
konusunda olanaklar1 en 1yi sekilde kullanmami saglayan degerli danisman hocam Yrd.
Do¢. Dr. Muhammet SAKIROGLU’na, Dog¢. Dr. Metin TUNA ve yiiksek lisans
egitimim boyunca maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme ve esime sonsuz

tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Ayrica 1002-Hizli Destek Program’: ile ¢calismamin projelendirilmesine maddi destek

saglayan TUBITAK (Proje No: 1090860)’a tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Alfalfa (Medicago sativa L.), verimi, yem kalitesi ve dayaniklilig1 sayesinde diinyada
yaygin olarak yetistirilen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Kiiltiirii yapilan yonca, tetrasomik
ozellik gosteren tetraploid (2n=4x=32) bir bitki olup Medicago sativa ya da Medicago
sativa-falcata tir kompleksi olarak bilinen karmasik bir komplekse dahildir. Bu
kompleks serbest bir sekilde melezlesebilen farkli alttiirleri bulundurmaktadir. Bu
calismanin amaci1 komplekse dahil olan M. sativa subsp. varia’nin ploidi seviyesi ve
DNA miktarlarinin belirlenmesidir. ABD Tarim Bakanligi Ulusal Bitki Genetik
Kaynaklar Sistemi (USDA-GRIN) koleksiyonundan 25 adet M. sativa subsp. varia
varyetesi temin edildi. Ploidi seviyelerini belirlemek icin her populasyondan 3 adet
calisildi. Ploidi diizeyleri tespit edilmis biri diploid (CADL) digeri tetraploid (Buldog
505) iki yonca bitkisi standart olarak kullanildi. Diploid (CADL) ve tatraploid (Buldog
505) standart bitkilerin olusturdugu floresan yogunlugu 6l¢iildiiglinde diploid standardin
183 nm’de pik yaptig1 gozlemlenirken tetraploid standardin yaklasik 361 nm’de pik
yaptig1 gézlemlendi. Tiim aksesyonlarin tetraploid oldugu tespit edilmis olup hicbir
populasyonda populasyon i¢i ploidi diizeyi varyasyonlarma rastlanmadi. DNA miktarini
tespit edebilmek igin DNA miktar1 daha once Olciilen domates (Solanum lycopersicum
L.) bitkisi kullanildi. Yoncanin DNA miktar: diploidlerde yaklasik olarak domatese esit
cikarken (1.90pg), tetraploidlerde diploidlerin 1.7 kati olarak 3.25pg dolayinda tespit

edilmistir.
Sonug olarak bu calismada ayni ploidi diizeyine sahip alttiirler arasinda DNA miktar1
bakimindan farklar goriilmiistiir. Bu ylizden esit ploidi seviyelerinde kromozom

bantlanma figiirleri ve kromozom boyutlarindaki degisikliklerin DNA miktarina

yansimalar1 gibi konularin arastirilmasma da ihtiyag vardir.

2010, 30 sayfa

Anahtar Kelimeler: Medicago sativa subsp. varia, Flow Sitometri, Ploidi Diizeyi,
Yonca
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ABSTRACT

Alfalfa (Medicago sativa L.) is a perennial herbaceous plant that is widely cultivated
throughout the world because of its high yield, forage quality, and persistence.
Cultivated alfalfa is a tetrasomic tetraploid (2n=4x=32) and belongs to a complex
taxonomic group known as Medicago sativa species complex or the Medicago sativa-
falcata complex. The complex includes several subspecies that can freely hybridize.
The aim of this study was to determine ploidy levels and DNA contents of M. sativa
subsp. varia accessions. About 25 accessions from M. sativa subsp. varia varieties were
obtained from the USDA National Plant Germplasm System (USDA-GRIN)
collections. Ploidy levels of the accessions were determined using three accessions from
each population. A diploid (CADL) and a tetraploid (Buldog 505) sample with known
ploidy level were used as standards. Fluorescence intensity of diploid and tetraploid
standard plants was observed at 183 nm and 361 nm, respectively. All accessions were
found to be tetraploid without any within population ploidy level variation. So as to
determine DNA content of subsp. varia accessions a tomato plant with known DNA
content used as a standard. DNA content was found to be approximately 3.25pg, about
1.7 times as high as that of diploids. Furthermore, the DNA content of one single
genotype was found to be significantly higher (4.99pg) suggesting taxonomic

differentiation.

2010, total 30 pages
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1. GIRIS

1.1. Medicago sativa L. (Alfalfa, Yonca Bitkisi)

Yonca bitkisinin, bilinen yem bitkileri igerisinde en zengin ve en uzun tarihe sahip olan
bitki oldugu ifade edilmektedir [1]. Yonca bitkisi hakkinda verilen en eski bilgilerin
M.O. 1300 yilinda Anadolu’da ve M.O. 700 yilinda Babil’de oldugu bildirilmektedir.
Bununla beraber M.O. 4000 yilinda yonca bitkisinin Dogu Akdeniz’de bulunan iilkelere
deniz ticareti ile yayilmis oldugu da ifade edilmektedir. Arkeolojik calismalardan
saglanan tabletlerde M.O. 1400-1200’lii yillarda yoncanm kis boyunca hayvan yemi
olarak kullanildig1 ve oldukca besleyici oldugunun anlasildig: tespit edilmistir. M.O. 4.
yiizyilda askerlerin atlarn1 ve diger hayvanlar1 beslemek i¢in yoncayr Avrupa’ya
getirdikleri ileri siiriilmektedir. M.O. 2. yiizyllda yoncanin Italya’ya getirildigi
belirtilmekte olup yoncanmn italya’ya ulasmasi ile diinya ¢apinda yayilmaya basladigi
bildirilmektedir. ispanya ve Isvigre’de M.O. 1. yiizyilda kullanilmaya baslayan
yoncanin ancak 18. yiizyillda Avrupa’dan Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda’ya

tasmabilmistir [2,3].

Eski caglardan beri ¢ok iyi nitelikte bir yem bitkisi olarak bilinen yonca (Medicago
sativa), Anadolu kokenli bir tiirdiir. Tiirkge’de “yonca” sozciligiinden “M. sativa”
anlagilmaktadir. Diinyanin degisik yerlerinde filizleri salata bitkisi olarak tiiketilmesine
ragmen, Anadolu’da sadece yem elde etmek amaciyla ekilmektedir ve yonca ekilen

3

yerler “yoncalik” diye ifade edilmektedir [4]. Yoncanin baglica gen merkezlerinden
birisi olan Tiirkiye, hemen her bolgede yoncanin yabani formlarmi ¢ok yaygin olarak
bulundurmaktadir. Tiirkiye’de baslica ii¢ yonca ekotipi olup [5], Iran’dan gelen tiplerin
bu karisimda yogunluk olusturdugu bilinmektedir [3]. Hasat edildikten sonra gelismesi
hizlt olan bu ekotip, iy1 bir adaptasyon kabiliyetine sahiptir. Dogu Anadolu ekotipi
olarak ifade edilen ekotipi yaygim olarak Anadolu’da bulunmaktadir [1]. Yoncanin bir

diger ekotipi ise Ege Bolgesinde yetistirilen yerli yoncadir [3].



Yerkiirede yasamin siirmesi ve besin dongiisiiniin (bitki-hayvan-insan) devamliligi
bitkisel iiretime baghdir. Ekim alanlarinin tarim dis1 kullanimlara yonelik olarak
degerlendirilmesi, erozyon, tuzlanma ve ¢6llesme yoluyla toprak verimliliginin azalmasi
iretim alanlarinin daralmasina neden olmaktadir. Bu etmenler karsisinda iiretimin
artirilarak stirdiiriilmesi yiiksek verimli, biyotik (hastalik ve zararli) ve abiyotik
(kuraklik, soguk, tuzluluk gibi) baskilara dayanikli tirlerin gelistirilmesi ile
saglanabilecegi disiincesi savunulmaktadir. Son 50 yildaki iiriin artisinda bitki 1slahi
calismalarinin 6nemli payr oldugu goriilmektedir. Klasik bitki 1slah1 yOntemleri
sayesinde, Ozellikle melez cesitlerden yararlanarak elde edilen {iiriin miktar ve
kalitesinde 6nemli artiglar saglanmaktadir. Bununla birlikte; hastalik ve zararlilara kars1
dayaniklilik basta olmak iizere bitkinin diger bir¢ok tarimsal 6zelliklerini iyilestirmede
onemli engellerle karsilasilmaktadir. Ornegin, kisirlik ve uyusmazlik nedeniyle tiirler
aras1 melezlemenin yapilabildigi bitki sayismin azligi, istenilen karakterlerin bu bitkiler

arasinda aktarilma basarisini da azaltmaktadir [6].

Yem bitkilerinin en dnemlisi olarak tanimlanan yonca, adaptasyon yeteneginin yiiksek,
uzun Omiirli, bir vejetasyon devresinde bir¢ok defa hasat edilebilir, yiiksek verimli,
yiiksek besin degerli ve bazi c¢esitlerinin otlatilabilir olmasi nedenleriyle diger yem
bitkilerinden ayrilmaktadir. Yonca genellikle kuru ot {iretimi, otlatma veya silo yemi
yapmak amaciyla yetistirilmektedir. Ayrica, bugdaygil yem bitkileri ile 1yi karigimlar
elde edilebilmektedir [7,8]. Boylesine degerli bir yem bitkisi Tiirkiye’nin hemen her
bolgesinde dogal olarak goriilmekte ve tarimi son yillarda giderek yayginlagsmaktadir.
Bu durum mevcut yonca cesitlerine ek olarak Tirkiye’de uygun yeni cesitlerin
arastirilmas1 ve adaptasyonlarmnin saglanmasini zorunlu hale getirmekte ve bdlge
meralarmin 1slahinda kullanilabilecek mera tipi yoncalarin ortaya konulmasi da biiyiik

bir gereksinim olarak goriilmektedir [9].

Protein verimi yliksek olan yoncanin kuru ve yesil halinin beslenme agisindan diger
bitkilere gore daha 6ncelikli olarak tercih edilmesinin sebebi basit bir ifade ile besleyici
ve lezzetli olmasi ile agiklanabilmektedir. Yoncanm vitamin bakimmdan da ¢ok zengin
oldugu bildirilmektedir. Ozellikle karotin (provitamin A), tokoferol (vitamin E), vitamin

K ve ksantofil (xanthophyl) yoniinden olduk¢a zengindir [10]. Yonca otunun hayvanlara



yaklasik %15-22 arasinda ham protein saglayabildigi belirtilmektedir [11]. Ayrica
yonca yagda ve suda c¢oziinen vitaminleri bulundurmakta olup fosfor, potasyum,
sodyum, kalsiyum, kiikiirt, klor, magnezyum, demir, kobalt, bakir, manganez, bor,

molibden, nikel, kursun, stronsiyum ve palladium minerallerini de igcermektedir [3].

Diinyada cok degisik ekolojik kosullara adapte olabilme ve genis genetik varyasyon
gosterebilme yetenegine sahip olan yoncanin verim 6zelliklerinin de degisken oldugu
kaydedilmektedir [12]. Bu bitki kis dormansisi gosterip géstermemesine gore gruplara
ayrilmaktadir. Baz1 yonca ¢esitlerinin kis dormansisi uzun oldugu icin gelismelerinin de
yavaslamasina bagl olarak verim diistikliigii goriildiigt bildirilmektedir [13]. Baklagil-
ler igerisinde in vitro rejenerasyon kabiliyeti nedeniyle doku kiltiirii ve genetik
mithendisligi ¢alismalarinda model bitki olarak kullanilmasina karsin, rejenerasyon
kabiliyetinin de genotipler arasinda onemli farkliliklar gosterebildigi kaydedilmektedir

[14].

Yoncanin adaptasyon Ozellikleri ve kullanimlar1 ile ilgili genis bilgiler verilmistir.
Cesitlerinin - dagilimmi  sinirlayan  temel faktoriin - yagis ve sicaklik oldugu

vurgulanmaktadir [15].

Yonca kurak bolgelerde ortaya ¢ikan tuza karsi olduk¢a dayanikhidir. Diger bitkiler ile
kiyaslandig1 zaman orta derecede (3-6 mm hos/cm) dayanikli yem bitkileri arasinda yer
alir. En uygun toprak tuzlulugu 2.0 mm hos/cm dir [15]. Genellikle dik olarak yetisen
sap, yetisme kosullarma ve c¢esidine bagl olarak 30-120 cm kadar boylanir. Sap
gelismesi yar1 yatik olan yonca tiplerine de rastlanmaktadir. Geng bitkilerde sap ince ve
yumusak olmasma karsin, olgunlastikca odunlasir. Sapm enine kesiti kareye yakin
koselidir. Dallanma genellikle dipten olmaktadir [16]. Yapraklar, tipik {ic yaprak¢iktan
olusmustur. Orta yaprake¢ik sapi, belirgin bir sekilde uzundur. Yaprakc¢iklar, uzun,
eliptik sekilde, kenarlar1 belirgin bir sekilde uzundur. Cigekler yaprak koltugundan
cikan sapciklar {izerinde bir araya gelerek gevsek bir salkim olusturur. Cicek renkleri

menekse ya da mordur [16].



Yoncanin ekilmesindeki avantajlar1 arasinda ortii bitkisi, yesil giibre veya toprak islah edici
bitki olarak kullanilabilmesi gibi nedenler sayilabilir. Koklerinin topragin derinlerine kadar
inmesi sebebi ile toprak derinlerindeki su ve bitki besin maddelerinden kolayca
yararlanabilmektedir. Yonca diger baklagil bitkilerinde oldugu gibi kazik kok sistemine
sahip bir bitkidir. Yalniz kokleri diger bir¢cok baklagil bitkilerinden farkli olarak
toprakta olduk¢a derin tabakalara kadar inebilmektedir [17]. Genel olarak tinli, kumlu,
cok olmayan killi, yeter derecede kire¢ iceren topraklarda yetismektedir. Kokler
derinlere indiginden toprak profilinin bu niteliklerde olmasi gerekmektedir. Toprak
profilinde koklerin derinlere inmesini engelleyecek sekilde kum, cakil, kaya gibi
engeller olmamalidir. Taban suyunun yilikselmesi yoncaya olumsuz etki yapar. Bu
kosullarda sarararak kisa 0miirlii olan yonca, bir¢ok bitkinin derinlerden alamadig: bitki
besin maddelerini alip iist katmanlara kadar tagimaktadir [15]. Kendinden sonra ekilen
yiizeysel koke sahip bitkiler icin organik madde ve azotg¢a zengin, su tutma kapasitesi iyi
olan bir ekin topragi saglamaktadir. Ayrica yoncanin, koklerindeki nodiiller sayesinde
toprak azotunu artirma ozelligine sahip oldugu ifade edilmektedir [10]. Yonca bitkisi,
buraya kadar sayilan iistiin 6zelliklerinden dolay1 Tiirkiye’de tariminin yapilmasi en ¢ok

onem gerektiren yem bitkilerinden biridir.

1.1.1. Yoncanin Taksonomik Birimlerinin Sitogenetigi, Medicago sativa Tiir

Kompleksi (Medicago sativa-falcata kompleksi) ve Medicago sativa subsp. varia

Ekilen yonca, genetik olarak tetrasomik (tetraploid ayrisim ozellikleri gosteren) 6zellik
gosteren tetraploid (2n=4x=32) bir bitkidir ve karmasik bir taksonomik gurup olan
Medicago sativa tir kompleksi ya da Medicago sativa-falcata kompleksi olarak bilinen
bir birimden 1slah yolu ile gelistirilmistir. Kompleks aralarinda tozlagsma engeli
bulunmayan diploid (2n=2x=16) ve tetraploid (2n=4x=32) alttiirlerden olusmaktadir. M.
sativa subsp. falcata (sar1 ¢icek rengi, orak seklinde meyve), M. sativa subsp. caerulea
(mor-menekse ¢icek rengi, kivrilmis meyve), ve bu iki alttiiriin dogal melezi olan M.
sativa subsp. hemicycla (ebruli ¢icek rengi, melez meyve sekli) diploid alttiirleri
olustururken; M. sativa subsp. sativa (diploid alttiir olan caerulea nin morfolojik

eslenigi), M. sativa subsp. falcata, ile tetraploid melez olan M. sativa subsp. varia



kompleksin tetraploid birimlerini olusturular. Kompleks Falcago bolimiiniin Falcatae
alt boliimiine aittir [26]. Buradaki bitkiler ayni karyotipleri paylagmakta olup,
birbirleriyle caprazlanabilmektedirler. Baz1 yazarlar tarafindan bu kategorideki tiirlerin
ve alt tilirlerin hiyerarsisi verilmektedir. Ancak uzun zaman boyunca tiir olarak kabul
goren bu birimlerin arasinda lireme engeli bulunmayisi bu birimlerin tiiriin altinda ancak
alttiir olarak kabul edilebilecegi yargismi giiclendirmiglerdir. Son zamanlarda yapilan
molekiiler caligmalar da bu birimlerin alttiir olarak kabul edilmesini 6nermektedirler
[27,28]. Aym1 gen havuzunu olusturan M. sativa kompleksi ile yakindan iliskili olan

diger tiirler M. glutinosa, M. glomerata ve M. prostrata’dir.

M. sativa subsp. falcata orak sekilli meyveleri ve sar1 renkli ¢icekleriyle karakterize
edilmektedir. Bu 6zellikler M. sativa subsp. sativa’da bulunmadig i¢in M. sativa subsp.
falcata uzun bir siire ayr1 bir tiir olarak smiflandirilmistir. M. sativa’nin diploid
(2n=2x=16) ve tetraploid (4n=4x=32) tiir ve alttiirleri bulunmaktadir. Yiiksek Olciide
degisken morfolojik Ozelliklere sahiptirler. Bu g¢esitlilikten dolayr diploid formlar
borealis, romanica, altissima, glandulosa, difalcata, tenderensis ve erecta gibi tiir ya da
alttiir statiilerine almabilirler. Diploid M. sativa subsp. falcata, M. sativa subsp.
caerulea ve M. sativa subsp. X hemicycla grossh’da birka¢ izozimin kalitimi
bildirilmektedir [26]. Bir calismada, genetik markirlar esas almarak dogal diploid
populasyonlarin genetik ¢esitliligi 6zetlenmektedir [26,29]. Genetik markdrler olarak
peroksidaz ve 16sin amino peptidaz izozimleri kullanilmistir. M. sativa kompleksindeki
tetraploid alttiirler M. sativa subsp. sativa, M. sativa subsp. X varia, M. sativa subsp.
falcata ve M. sativa subsp. glutinosa ¢igek ve tohumlarin daha biiyiilk olmasiyla

diploidlerden ayirt edilmektedir.

Medicago sativa subsp. varia dogal olarak Medicago sativa subsp. falcata ile Medicago
sativa subsp. sativa’nm hibridizasyonu ile ortaya ¢ikmakta olup Asya’nin merkezi ve

baz1 Avrupa bolgelerinde bulunmaktadir [26,30] (Sekil 1.1.1).



Diploid {2n=2x=16) Tetraploid {2n=4x=32}

M. sativa subsp. falcata - M. sativa subsp. falcata

M. sativa subsp. hemicycla M. sativa subsp. varia

M. sativa subsp. caerulea

s M. sativasubsp. sativa

Sekil. 1.1.1. Medicago sativa tir kompleksi icerisindeki birimlerin taksonomik iliskisi

Yapilan bir ¢alismada, M. sativa, M. falcata ve M. sativa subsp. varia in vitro
sindirilebilir kuru madde ve ham protein bakimindan birbirleriyle karsilastirilmistir.
Buna gore, en yiiksek ham protein igeriginin M. sativa subsp. varia’da oldugu, in vitro
sindirilebilir kuru maddenin de en fazla M. sativa’da bulundugu bildirilmektedir [31].
Erzurum’da yapilan bir ¢alismada da, melez yoncada 7-21 arasinda degisim gosteren
yan dal sayisinin deneme ¢esitlerinde ortalama 12.15, ana dal ¢apmnin en diisiik 1.40, en

yiiksek 3.50 mm ve ortalama ana sap ¢apinin 2.26 mm oldugu belirlenmistir [32].

Medicago sativa subsp. varianin ebeveynlere ait populasyon i¢i ¢aprazlanmalardan
meydana gelen olusumlardan % 47.5 oraninda daha fazla verim sagladigi tespit
edilmistir [31]. Yonca 1slahinda M. sativa subsp. varia’nin sert c¢evre kosullar1 ve
kayalik topraklara adaptasyonlarindan dolay1 c¢evresel strese direngli olabilecegi
belirtilmektedir. Bu alttiirtin Tibet’te 5000 m yiikseklige de adapte oldugu
bildirilmektedir [26].

Gegmisten giinlimiize kadar yem bitkisi olarak yoncanin yetistirilmesi ve
gelistirilmesinde biiyiik oranda igerisinde melez alttiir olan M. sativa subsp. varia’nin
da bulundugu tetraploidler kullanilmistir. Barnes ve ark. (1977) tarafindan alttiir
varia’nin diinyada halen en yaygin kullanilan modern yonca variyetelerinin temelini
olusturan dokuz oOnciil genetik kaynaktan biri oldugunu tespit edilmistir [33]. Bu

calismada, morfolojik karakterlerin (6zellikle ¢icek renginin ve meyve seklinin) ve



ploidi seviyesinin dogru olarak kayit altina alinmasi M. sativa subsp. varia’nin dogru
olarak tanimlanmasimna ve bu da genetik kaynaklarin bitki 1slahinda etkin kullanimina

onemli oranda katki saglayacaktir.

1.2 Tiirkiye’de Yonca Yetistiriciligi

Tirkiye’de 163 familyaya ait 1225 cins ve 9000 tiir dogal olarak yetigmektedir.
Bunlarin 3000’1 Tiirkiye’ye 6zgii (endemik) bitkilerdir [18]. Akdeniz ile Yakin Dogu
arasinda geg¢it olusturan Tiirkiye, bircok yem bitkisinin dogal yasam alani igerisinde yer
almakta ve 1iliman bdlge yem bitkilerinin hemen hemen tamami da Tiirkiye’de dogal
olarak yetigmektedir. Bu nedenle Tirkiye iliman bdlge yem bitkileri 1slaht i¢in iy1 bir

kaynak durumundadir [19].

Adaptasyon yeteneginin yiiksek olmasi ve uzun Oomiirliliigli, vejetasyon doneminde
bir¢cok defa bicilebilmesi, verim ve besin degerinin yliksekligi, ekim nobetinde 6nemli
etkinligi ve kimi cesitlerinin otlatilmaya dayanikliligi, yoncay1 diger yem bitkilerinden

iistiin kilan 6zelliklerdir [7].

Yonca tretim alanlari, desteklemelerden onceki yillar olan 1998 ve 1999 yillarinda
230.000 ve 245.606 hektar iken, desteklemenin baslamasi ile bu alanlar 2000, 2001,
2002, 2003, 2004 ve 2005 yillarinda swras1 ile 250.800, 249.000, 260.000, 290.000,
320.000, 375.000 hektara kadar ¢cikmistir (Cizelge 1.2.1) [20]. Tiirkiye’deki yonca ekim
alan1 2006 yilina gelindiginde ise c¢ok Onemli artis gostererek 444.030 hektara
ulagsmistir. Yonca ekim alan1 2006 yili verilerine gore tiim yem bitkileri ekim alaninin
%36.6’s1n1 teskil etmekte, kuru ot iiretiminin ise %19.3’linii olusturmaktadir [20].
Gerek yem bitkileri desteklemelerinin etkisi gerekse artan melez ve kiltiir ki
hayvanlarmin yem ihtiyac¢lariin karsilanmasi amaci ile arttirilan yonca ekim alani

1999°dan 2006’ya % 80.8 oraninda artis gdstermistir.

Yonca iiretim alanlarinin artmasi direkt olarak iiretilen kuru ot miktarlarinda da artisa

neden olmustur. Desteklemeler baglamadan 6nce 1999 yilinda kuru ot iiretimi 1.641.000



ton iken 2005 yilinda 2.400.000 ton’a ulasmistir. Bu miktar 2006 yilinda ise 2.820.225
ton olmustur. 1999 yilma kiyasla 2006 yilinda yonca kuru ot liretimi % 71.9 oraninda
artis gostermistir. Tiirkiye’deki yonca tohumu iiretimi ise 1999 yilinda 1.220 ton iken
tesviklerin baglamasi ile 2000 yilinda 1.900 tona 2005 yilinda ise 2.900 tona ulagmistir.
Fakat 2006 yilinda tohum tiretimi bir miktar azalma gostererek 2.714 ton olmustur [20].
Tirkiye’de tohum tretim miktarindaki yillar arasi dalgalanmalarin ana nedeni yurt
disindan getirilen tohum miktarlaridir. Ithal edilerek temin edilen tohum miktarlar i¢

piyasadaki arz talep dengesini 6nemli dlciide etkilemektedir.

Cizelge 1.2.1. Tirkiye’de 1986-2006 doneminde yoncanin ekim alanlari, kuru ot ve

tohum tiretimleri [20]

Yillar YONCA
Ekim Alanmi (ha) | Kuru Ot (ton) | Tohum (ton)
1986 183.890 850.000 3.289
1990 197.439 1.105.819 1.292
1994 194.801 1.292.772 1.094
1997 217.500 1.364.200 1.930
1998 230.000 1.550.000 2.260
1999 245.606 1.641.000 1.220
2000 250.800 1.540.000 1.900
2001 249.000 1.563.000 1.910
2002 260.000 1.700.000 2.300
2003 290.000 1.800.000 3.200
2004 320.000 2.000.000 3.500
2005 375.000 2.400.000 2.900
2006 444.030 2.820.225 2.714

Tiirkiye’de mevcut yem bitkileri ekim alanlar1 icerisinde en fazla yonca bitkisi
yetistirilmekte olup (% 36.6), bunu sirasi ile fig (% 31.9), musir (% 21.4) ve korunga (%
9.7) bitkisi takip etmektedir [20]. Uretilen toplam kuru ot miktarmin ise % 68.9’unu
mistr, % 19.3’linli yonca, % 8.3’lnil fig, % 3.4’linii korunga, % 0.07’sini li¢gil, %

0.06’s1n1 ise burcak kuru otu olusturmaktadir (Cizelge 1.2.2).



Cizelge 1.2.2. Tiirkiye’de mevcut yem bitkisi ekim alanlarmin ve kuru ot verimlerinin

oransal olarak dagilimi [20]

Yem Bitkileri Ekim Alam1 (%) | Kuru Ot Uretimi (%)
Yonca 36.6 19.3
Korunga 9.7 3.4
Fig 31.9 8.3
Uggiil 0.17 0.07
Burgak 0.24 0.06
Misir 21.4 68.9
Toplam 100 100

1.3. Yonca Bitkisinin Besleme Degeri

Yem kalitesi genellikle yemin kimyasal, fiziksel ve biyolojik degerlerinin 6l¢iilmesi ile
saptanir. ABD’de yonca bitkisi i¢in gelistirilen ve diger yemler i¢inde kullanilan nispi
yem degeri (NYD) (Relative Feed Value, RFV) yemlerin besleme degerini 6lgcmede
kullanilmaktadir [21]. Nispi yem degerinin hesaplanmasinda asit deterjan lif (ADF) ve
notr deterjan lif (NDF) degerlerinden yararlanilmaktadir [22]. Nispi yem degeri tam
cicekteki yonca kuru otunun icerdigi % 41 ADF ve % 53 NDF igeriginden hesaplanan
100 degerini esas alir. Nispi yem degeri 100’ {in altina diistiikce yem kalitesi diismekte,
yiikselmesi durumunda ise artmaktadir [23]. Buna gore NYD 75’in altinda ise 5. kalite,
75-86 ise 4. kalite, 87-102 ise 3. kalite, 103-124 ise 2. kalite, 125-150 ise 1. kalite ve
150°nin {izerinde ise en iyi kalite olarak kabul edilmektedir [24,25].

1.4. Bitkilerde Genetik Degisiklikler ve Genetik Bankalar

Bitkiler evrimsel gelisimleri siirecinde gerek bulunduklari ¢evre kosullarinin neden
oldugu dogal mutasyonlar sonucunda, gerekse cevrede bulunan diger bitkilerden
yabanci tozlanma yolu ile meydana gelen bir takim DNA modifikasyonlarmna
ugramiglardir [34,35]. Bugday ve bazi yem bitkilerinde diploid, tetraploid ya da
hexaploid ¢esitlerin evrimsel siire¢ icinde olugsmas1 dogal olarak meydana gelen genetik

modifikasyonlarin bir ¢esidine 6rnek gosterilebilir [36,37]. Komperatif (karsilastirmali)



genetik olarak isimlendirilen alan tiir diizeyinde genetik materyaldeki degisimlerin
icerigi ve boyutlar1 ile bu degisiklikler iizerinden cins ve tiirler arasindaki iliskiler

hakkinda ipuclar1 vermeye ¢alismaktadir [37-39].

Gen kaynagi olarak toplanmis materyalin karakter belirleme c¢aligmalar1 yapilmadan
1slah programlarinda etkili kullanilmasi miimkiin degildir. Bu nedenle toplanan ve
genetik bankalarda muhafaza edilen materyalin genetik yapisinin bitki 1slah¢ilarinin
etkin olarak kullanabilecegi sekilde degerlendirilmesi gereklidir [40]. Halen iilkemizde
Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii kapsaminda muhafaza edilen bir¢ok bitkisel kaynak
koleksiyonu yeterince degerlendirilemedigi icin 1slahgilar tarafindan gergek degeri ile
kullanilamamaktadir. Koleksiyon hakkinda bilgi, materyalin orijin yeri, fenolojik,
morfolojik, fizyolojik ve patolojik 0Ozelliklerinin yaninda bilinen biyokimyasal

ozelliklerinin de agikg¢a belirlenmesi islah¢ilar i¢in referans olusturacaktir.

Halen yonca genetik kaynaklar1 agisindan diinyada en etkin kullanilan gen bankasi olan
ABD Tarim Bakanlhigi Ulusal Bitki Genetik Kaynaklar Sistemi (USDA-GRIN),
yoncanin yabani variyeteleri ve yerel wklarindan olusan olduk¢a genis bir koleksiyona
sahiptir. Bu koleksiyonun degisik ploidi diizeyine sahip alttiirlere ait populasyonlari,
yonca 1slah g¢alismalarinda sik¢a kullanilmaya baglanmustir. Bu alttiirler arasinda iki
alttiirin dogal melezi olan tetraploid alttiir M. sativa subsp. varia yoncanin gen
havuzuna dahildir ve yonca 1slahi i¢in 6nemli bir genetik kaynak konumundadir. Ancak
bu alttiiriin aksesyonlar1 (populasyon) heniiz morfolojik agidan degerlendirilmemis ve

ploidi seviyeleri belirlenememistir.

1.5. Ploidi Diizeyi Belirleme
Bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenebilmesi i¢in temelde {ic metod kullanilmaktadir:
Fenotipik Gozlemleme: Bitkilerde kromozom sayis1 artisina paralel olarak bitkinin tiim

organlarinda bir irilesme meydana gelmektedir. Ornegin haploid bitkiler diploidlere,

tetraploidler ile daha yiiksek ploidi diizeyinde sahip bitkiler ise diploidlere gore daha
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biiyiik hacimli olmaktadirlar. Ancak bu metodun en biiyiik sorunu, daha disiik ploidi
diizeyinin yiiksek performansma sahip bitkinin, yiiksek ploidi diizeyinin diisiik

performansl bitkilerinden ayirdetmede basarisiz olmasidir.

Kromozom Saymmlari: Bitkilerin genellikle kok wuglarinda yapilan kromozom
saymmlari, nisbeten daha tutarli sonuglar vermektedir. Saglikli ve giiclii bir gelisme
gosteren taze kok uclarindan alman Ornekler, kromozom sayimlar1 i¢in uygun
materyaldir. Kromozom sayimlari i¢in yapilan laboratuvar iglemlerinin uzun siire almasi
ve deneyimli elemana ihtiya¢c goOstermesi ise en biiyilk dezavantajidir. Yoncada
kromozomlarm sayica fazlaligi ve boyutlarmin kiiciik olmasi nedeniyle bu metod

verimli olamamaktadir.

Flow Sitometri: Flow sitometri verimli, glivenilir, hizli ve yeni bir yontemdir. Bu
yontem mali yonden de oldukga caziptir. Bitki ve hayvan tiirlerinin ploidi seviyesi ve
niikleer DNA miktar1 artik bu ydntem kullanilarak belirlenebilmektedir. Ozellikle,
populasyonlar i¢i ploidi diizeyi varyasyonu durumunda oldukc¢a hizli ve etkin bir

alternatiftir [27,41].

Temel olarak bir flow sitometri, sispansiyon igerisindeki boyanmis partikiillerin (hiicre
cekirdegi ya da DNA) bir floresans mikroskobu araciligiyla okunmasidir. Okunma
sirasinda yaklasik olarak 10.000 adet hiicre cekirde§inin DNA miktarlar1 floresans

yardimiyla okunur ve bu ¢ekirdeklere ait floresans yogunlugu grafige dokiiliir.

Ploidi belirlemesi i¢in klasik kromozom sayimlar1 iyi bir laboratuvar altyapist ve
deneyimli elemana ihtiya¢c gostermenin yaninda bazi bitki tiirlerinde ¢ok gii¢ hatta
bazen olanaksiz olabilmektedir. Ciinkii ¢ok az sayida hiicrenin kromozomlari
sayilabilmektedir ve kiigiik, kirik kromozomlar ile endopolyploidi yanlis sonuclara

sebep olmaktadir [42].

Flow sitometri metodunun hizli, giivenilir ve etkinligi hem tek tek bitkilerle yapilan

calismalarda hem de bir populasyona ait bireylerin toplu olarak analizinde gosterilmis

11



olup [43-45], yoncanin ploidi diizeyinin belirlenmesinde daha Onceki bagka

calismalarda basaril1 bir sekilde kullanilmistir [27,41,46].

1.6 Calismanin Amaci

ABD Tarmm Bakanligi Ulusal Bitki Genetik Kaynaklar Sistemi (USDA-GRIN), M.
sativa-falcata kompleksinin tiim tyelerini kapsayacak sekilde oldukca genis bir
koleksiyona sahiptir ve yabani yoncanin tiim dogal yayilim alanlarindan toplanan bu
koleksiyondaki varyete sayist 3700’ii asmigs durumdadir. Ancak bu koleksiyondaki
popiilasyonlar taksonomik olarak siklikla yanls siniflandirilmustir [27,41, 47]. Ozellikle
diploid melez alttiir olan M. sativa subsp. hemicycla’ya ait popiilasyonlarin tamamia
yakini tetraploiddir ve bir kismi sar1 renkli ¢igeklere sahiptir [27,47]. Bu durumda bu
variyetelerin ya M. sativa subsp. falcata veya tetraploid melez olan M. sativa subsp.
varia olarak diizeltilmesi gerekmektedir. Buna karsm M. sativa subsp. falcata ve M.
sativa subsp. caerulea olarak tasnif edilen birgok varyetenin ise hem morfolojik
ozellikleri yoniiyle hem de genetik markir bilgisi 15181inda M. sativa subsp. hemicycla
olduklar1 gozlenmistir [47]. Yoncada ploidi seviyesinin belirlenmesine doniik onceki
calismalar ya M. sativa subsp. falcata alttliriine ait populasyonlara [41] ya da diploid
alttiirlere odaklanmistir [27]. Tetraploid melez alttiir olan M. sativa subsp. varia
alttiirine ait populasyonlarm ploidi seviyeleri bilinmemektedir. Bu calisma ile
Tirkiye’de yetisen Medicago sativa subsp. varia’nin ploidi diizeyleri ve DNA
miktarlarmnin belirlenmesi amaglanmistir. Bu calismanm iki alana katki sunmasi
beklenmektedir: (i) M. sativa subsp. varia olarak siniflandirilan populasyonlarin dogru
siniflandirilip smiflandirilmadiklar: tespit edilecek ve (ii) bu alt tiire ait populasyonlarin
islah caligmalarinda etkin kullanilabilmeleri i¢in genetik 06zelliklerinin daha da

aydnlatilmasini saglayacaktir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Bitki Materyalleri

Bu ¢alisma ile diinyadaki en biiyilk genetik kaynak rezervine sahip USDA-GRIN
sistemindeki yonca populasyonlarindan 25 adet
belirlenmesi amaglanmistir. M. sativa subsp. varia’ya ait variyetelerden yerel olarak
degerlendirilen ve Tiirkiye’den 1940’11 yillarda degisik bolgelerden toplanan 25 adet

variyete segilerek (Cizelge 2.1) tohumlar1 istendi. Ploidi diizeyinin belirlenmesi i¢in her

populasyondan 3 adet bitki kullanildi.

variyetenin ploidi

diizeyinin

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan M. sativa subsp. varia 'ya ait populasyonlar ile bu

populasyonlarin toplandig1 yerler ve kullanilan bitki sayis1

Kullanilan

No Aksesyon Alttiir Toplandig1 Bolge Bitki Sayisi

1 PI 171719 Medicago sativa subsp. varia Tokat/Tiirkiye 3

2 PI 172429 Medicago sativa subsp. varia Ardahan/Tiirkiye 3

3 P1206281 Medicago sativa subsp. varia Sivas/Tiirkiye 3

4 P1 206282 Medicago sativa subsp. varia Sivas/Tiirkiye 3

5 PI1 238145 Medicago sativa subsp. varia Tunceli/Tiirkiye 3

6 PI1 238150 Medicago sativa subsp. varia Sivas/Tiirkiye 3

7 PI 238151 Medicago sativa subsp. varia Sivas/Tiirkiye 3

8 PI 383693 Medicago sativa subsp. varia Pertek/Trkiye 3

9 PI 464800 Medicago sativa subsp. varia Sivas/Tiirkiye 3

10  PI464801 Medicago sativa subsp. varia Elaz1g/Turkiye 3

11 PI464802 Medicago sativa subsp. varia Bingol/Tiirkiye 3

12 PI464803 Medicago sativa subsp. varia Kars/Tiirkiye 3

13 PI464804 Medicago sativa subsp. varia Kars/Tiirkiye 3

14  PI464805 Medicago sativa subsp. varia Kars/Tiirkiye 3

15 PI464806 Medicago sativa subsp. varia Kars/Tiirkiye 3

16  PI1464807 Medicago sativa subsp. varia Kars/Tiirkiye 3
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Cizelge 2.1 (Devam) Calismada kullanilan M. sativa subsp. varia 'ya ait populasyonlar

ile bu populasyonlarin toplandig1 yerler ve kullanilan bitki sayis1

Kullanilan
No Aksesyon Alttiir Toplandig1 Bolge Bitki Sayisi
17  PI1464808 Medicago sativa subsp. varia Kars/Tiirkiye 3
18  PI464809 Medicago sativa subsp. varia Erzincan/Tiirkiye 3
19  PI464810 Medicago sativa subsp. varia Sivas/Tiirkiye 3
20  PI464811 Medicago sativa subsp. varia Sivas/Tiirkiye 3
21  PI464812 Medicago sativa subsp. varia Yozgat/Tiirkiye 3
22 PI464813 Medicago sativa subsp. varia Yozgat/Tiirkiye 3
23 Pl464814 Medicago sativa subsp. varia Ankara/Tiirkiye 3
24 PI577511 Medicago sativa subsp. varia Erpeler/Tiirkiye 3
25 PI5577512 Medicago sativa subsp. varia Erzincan/Tiirkiye 3
26  Buldog 505 Medicago sativa subsp. sativa Tetraploid Standart 2
27 CADL Medicago sativa subsp. sativa Diploid Standart 1

Ayrica ploidi diizeyi belirlenirken daha 6nce hem kromozom sayimi metodu hem flow
sitometri hem de markdr profilleri araciligiyla ploidi diizeyleri tespit edilmis biri diploid
(CADL) digeri tetraploid (Buldog 505) iki yonca bitkisi standart olarak kullanild:.
DNA miktarlarmin hesaplanmasinda ise dnceden DNA miktar1 6l¢iimii i¢in domates

bitkisi standart olarak kullanildi.

2.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Yaklasik bir aylik M. sativa subsp. varia fidelerinin geng¢ yapraklarindan almmais
yaklasik 15 pg doku ile domates bitkisinden alinan 10 pg doku kullanildi. Bitki
dokulari, hiicre c¢ekirdeklerinin ayiklanmasi amaciyla tek tarafli nesterler araciligiyla
icerisinde dograma tamponu bulunan petri kaplar1 i¢inde dograndi. Dograma sonrasinda
bitki kalintilar1 ile ¢ekirdek ihtiva eden tampon 20 um siizme araliklarina sahip filtreden
gecirilerek cekirdeklerin bitki doku kalintilarindan ayrilmasi saglandi. Tampon ile
cekirdek karisimimin ayrilmasi i¢in bu kombinasyon bir kag¢ saniye santrifiij edildi ve

siipernatant dokiiliip hiicre ¢ekirdeklerinden olusan pelet 500 ul Propidium Iyodiir (PI)
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cozeltisinin igerisinde yeniden ¢Ozdirildi. Dokulardan hiicre ¢ekirdeklerinin
ayiklanmasi ve boyanmasi islemi Nanuk Kemal Univeristesi (Tekirdag) Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Bolimii Sitogenetik labaratuvarinda gerceklestirildi. Calismanin tiim
asamalar1 buz iizerinde gerceklestirildi ve analizlere kadar hazirlanmis 6rnekler

karanlikta muhafaza edildi.

Calismanin molekiiler 6lciim asamasi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuar1 Hematoloji Boliimii’nde tamamlandi. Burada 6lgiime hazirlanmis olan
domates-yonca hiicre cekirdekleri flow sitometri (Beckman Coulter Cytomics FC 500

series Flow Cytometry) ile tek tek okutulduktan sonra veriler kaydedildi.

Daha o6nce yapilmis c¢alismalarda ploidi diizeyi tespit edilmis bir diploid ve bir
tetraploid yonca standart olarak kullanildi. Flow sitometri analizlerinde flow cytometer
cthazi1 ¢ekirdek sayisini floresans seviyesinin bir fonksiyonu olarak grafige
dokmektedir. Sonug olarak her iki standart bitki birer tane pik olusturur ve tetraploid pik
daha yiiksek floresans seviyesine sahiptir. Her bir bitkinin flow sitmetri sonucu

olusturdugu pik, bu standart pikler ile karsilastirilarak ploidi diizeyi belirlendi.

2.3. Yoncanin Sahip Oldugu DNA Miktarinin Hesaplanmasi

DNA miktarinin tespiti, yonca ve domates bitkilerinin floresans yogunluklar1 dogru
orant1 ile hesaplanip karsilastirilarak yapildi. Ornek bitkinin floresans yogunlugunun
standart bitkinin floresans yogunluguna orani, standart bitkinin DNA miktar1 ile

carpilarak DNA miktar1 asagidaki formiile gore tayin edildi.

Crnek Bitkinin Floresans ¥ ogunlugu
DMA miktar = X Standart Bitkinin DIA Wiltar
Standart Bitkinin Floresans Yogunlugu

Standart olarak kullanilan domates bitkisinin net floresans sinyalleri saglamada etkisiz

kaldig1r durumlarda piklerin karsilastirilmast yapilamadigindan DNA miktarlari
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saptanamadi. Bu ylizden 12 aksesyonun DNA miktarlar1 ii¢ bitkiden elde edilirken 7
aksesyonun DNA miktarlar1 iki bitkiden ve 6 aksesyonun DNA miktarlar1 ise o

aksesyonu temsilen bir bitkiden alind1.
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3. BULGULAR

3.1. Ploidi Diizeyi

Diploid (CADL) ve tatraploid (Buldog 505) standart bitkilerin olusturdugu floresans
yogunlugu Olciildiigiinde diploid standardin 183 nm’de pik yaptig1 (Sekil 3.1)
gozlemlenirken, tetraploid standardin yaklasik 361 nm’de pik yaptigr (Sekil 3.2)

gozlemlendi.
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Sekil 3.1. Diploid standart CADL bitkisinde c¢ekirdek sayisinin fonksiyonu olarak

floresans yogunlugu (nm)

Diploid bitkinin floresans yogunlugu yaklasik olarak tetraploid bitkinin floresans
yogunlugunun vyarist kadar oldu. Standart bitkilerin floresans yogunlugu ile
karsilastirilan tiim M. sativa subsp. varia populasyonlarinin tiim genotiplerin (bitkilerin)

floresans yogunlugunun tertraploid yogunluga esit oldugu tespit edildi. Yani tiim
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aksesyonlarin tetraploid oldugu tespit edildi. Hi¢ bir populasyon icin populasyon i¢i

ploidi diizeyi varyasyonlarina rastlanmadi.
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Stats: Not Normalized, Listgating: Disabled
Hist Region ID % Count Mn X PkPosX PkCnt HPCV Min Max FPCVX
5 F DIPLOID GO-G1 37.9 1313 361.5 358.0 94 2.02 352.0 372.0 1.56
G G 3.81 132 723.0 720.0 11 0.09 708.0 736.0 1.12
o o 0.43 1§ 976.9 968.0 2 0.04 956.0 1002.0 1.26

Sekil 3.2. Tetraploid standart (Buldog 505) bitkisinde ¢ekirdek sayisinin fonksiyonu

olarak floresans yogunlugu (nm)

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan populasyonlarin kromozom sayilari

No Aksesyon Alttiir Kromozom Sayisi
1 PI171719 Medicago sativa subsp. varia 32
2 PI 172429 Medicago sativa subsp. varia 32
3 PI206281 Medicago sativa subsp. varia 32
4 PI206282 Medicago sativa subsp. varia 32
5 PI238145 Medicago sativa subsp. varia 32
6 PI238150 Medicago sativa subsp. varia 32
7 PI238151 Medicago sativa subsp. varia 32
8 PI383693 Medicago sativa subsp. varia 32
9 PI464800 Medicago sativa subsp. varia 32
10 PI464801 Medicago sativa subsp. varia 32
11 PI464802 Medicago sativa subsp. varia 32
12 PI464803 Medicago sativa subsp. varia 32
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Cizelge 3.1. (Devam) Calismada kullanilan populasyonlarin kromozom sayilari

No  Aksesyon Alttiir Kromozom Sayisi
13 PI1464804  Medicago sativa subsp. varia 32
14 PI1464805  Medicago sativa subsp. varia 32
15 PI1464806  Medicago sativa subsp. varia 32
16 PI1464807  Medicago sativa subsp. varia 32
17 PI1464808  Medicago sativa subsp. varia 32
18 PI1464809  Medicago sativa subsp. varia 32
19 PI1464810  Medicago sativa subsp. varia 32
20 PI1464811  Medicago sativa subsp. varia 32
21 PI1464812  Medicago sativa subsp. varia 32
22 PI1464813  Medicago sativa subsp. varia 32
23 PI1464814  Medicago sativa subsp. varia 32
24 PI577511  Medicago sativa subsp. varia 32
25  PI5577512  Medicago sativa subsp. varia 32
26  Buldog 505 Medicago sativa subsp. sativa 32
27 CADL Medicago sativa subsp. sativa 16

3.2. DNA Miktarinin Tespiti

Yoncanin tetraploid hibrit alttiirii olan M. sativa subsp. varia’yanin DNA miktarini
tespit edebilmek i¢in bitkilerde standart olarak kullanilmaya baslanan ve DNA miktar1
bilinen domates bitkisi (Solanum lycopersicum L.) ile karsilastirildi (Sekil 3.3). Hepsi
tetraploid olarak kayda gecirilen alttiir varia’ya ait populasyonlarinm DNA
miktarlarmin yaklasik olarak domatesin DNA miktarmin 1.7 kat1 kadar oldugu
gozlemlendi (Cizelge 3.2). Domatesin DNA miktar1 daha onceki referans ¢caligmalarda

1.90 pg olarak Sl¢tilmiistii.
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Sekil 3.3. Domates (Solanum lycopersicum L.) ile M. sativa subsp. varia’ya ait bir

bitkinin floresans yogunlugunun karsilastirmasi

Standart olarak kullanilan domates bitkisine ait floresans diizeyleri tam olarak tespit
edilemedigi i¢in ploidi diizeyinin 6lgiilmesi amaciyla her bir aksesyondan secilen 3
bitkinin tamaminin DNA miktarlar1 6lgiilemedi. Boylece DNA miktarlar1 gdsterilen

aksesyonlarin bazilar1 sadece bir ya da iki birey ile temsil edildiler (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Medicago sativa subsp. varia’ya ait bitkiler ile standart domates bitkisinin

floresans yogunluklar1 ve varia alttiiriine ait bitkilerin DNA miktar1 (pg)

Standardin Ornegin
Floresans Floresans DNA Miktari
No Aksesyon Yogunlugu Yogunlugu (pg)
1 PI 171719 212 370 3.31
202 349 3.29
234 380 3.08
2 PI172429 219 359 3.12
237 386 3.10
228 383 3.20
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Cizelge 3.2. (Devam) Medicago sativa subsp. varia’ya ait bitkiler ile standart domates

bitkisinin floresans yogunluklar1 ve varia alttiiriine ait bitkilerin DNA miktar1 (pg)

Standardin Ornegin
Floresans Floresans DNA Miktari

No Aksesyon Yogunlugu Yogunlugu (pg)
3 PI206281 183 315 3.27
182 312 3.26

4  PI1206282 191 328 3.26
5 PI 238145 212 387 3.47
220 361 3.12

204 319 2.97

6  PI238150 211 364 3.28
208 360 3.29

7  PI238151 140 210 2.85
225 371 3.13

211 358 3.22

8  PI 383693 203 356 3.33
201 365 3.45

190 334 3.35

9  PI464800 199 351 3.34
201 366 3.46

10 PI464801 213 372 3.32
197 343 3.31

203 336 3.15

11 PI 464802 207 347 3.18
178 324 3.46

153 243 3.02

12 PI464803 212 416 3.72
13 PI 464804 206 365 3.37
210 372 3.37

14  PI 464805 188 305 3.08
15 PI464806 198 339 3.26
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Cizelge 3.2. (Devam) Medicago sativa subsp. varia’ya ait bitkiler ile standart domates

bitkisinin floresans yogunluklar1 ve varia alttiiriine ait bitkilerin DNA miktar1 (pg)

Standardin Ornegin
Floresans Floresans DNA Miktari

No Aksesyon Yogunlugu Yogunlugu (pg)
16 PI1464807 167 271 3.08
254 409 3.06

196 351 3.40

17 PI464808 226 385 3.23
18  PI464809 212 358 3.20
230 373 3.08

228 366 3.05

19 PI 464810 225 356 3.01
20 PI464811 191 303 3.01
248 396 3.04

235 376 3.05

21  PI464812 221 366 3.15
218 353 3.08

193 297 2.92

22 PI464813 184 341 3.52
177 325 3.49

23  PI464814 195 512 4.99
192 323 3.20

24  PI577511 202 351 3.30
195 322 3.14

25 PI5577512 229 405 3.35
202 331 3.12

204 353 3.29

Ortalama 212 370 3.25

St. Sapma 21 43 0.29
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PI 464818 nolu aksesyona ait bir bitkinin igerdigi DNA miktar1 beklenenin ¢ok iistiinde
yaklagik olarak 5 pg civarinda 6lgiildii. Bunun disinda tiim populasyonlarm DNA

miktarlar1 ortalamanin iki standart sapma birimi igerisindeki aralikta kaldiklar1 gézlendi.

Frekans

) l !:
0 =T L R e e e e e e L I e e e e e e s

285 295 3.05 3.15 3.25 3.35 3.45 355 365 375 385 395 405 415 4.25 435 445 455 465 475 485 495

DNA miktari (pg)

Sekil 3.4. Medicago sativa subsp. varia’ya ait bitkilerin DNA miktarlarinin frekans grafigi
(Histogram)
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4. TARTISMA

Kiiltiir yoncasinin dahil oldugu taksonomik kompleks olan Medicago sativa-falcata
kompleksi icerisindeki birimleri ayirmada ploidi diizeyi olduk¢a dnemli bir kriteridir.
ABD Tarim Bakanligi (USDA) Ulusal Bitki Genetik Kaynaklar Sistemi (NPGS-GRIN)
ekonomik 6neminden dolay1 yoncanin tiim yabani ve ekilen formlarini kapsayan bir
genetik kolleksiyon toplamis durumdadir. Dogal olarak bu koleksiyon Medicago sativa-
falcata kompleksi igerisindeki tiim birimleri kapsayacak kadar genistir. Bu taksonomik
birimler son zamanlarda alttiir olarak kabul gérmiislerdir. Esas belirleyici kriterlerden
olan ¢icek rengi ve meyve seklinin aywrt edici olabilmesi i¢in bitkilere ait ploidi
diizeyinin bilinmesi zaruridir. Ne varki bu biiyilkk koleksiyonun icerisindeki
populasyonlarin ploidi diizeyi genellikle bilinmemektedir. Bu durumda yapilan
taksonomik ayrigma ise kesin olamamaktadir. Nitekim daha once yapilan iki ¢alismada
da bir ¢ok aksesyonun yanls smiflandirildigi goriilmiistiir [27,41]. 1lk calisma daha ¢ok
alttiir sativa ve falcata’ya yogunlasirken [41] ikinci caligma ise sadece diploid alttiirlere
yogunlasmis [27] ve Medicago sativa subsp. varia tamamiyla gozardi edilmisti. Bu
calisma ile Medicago sativa subsp. varia 'nin ploidi diizeyi ilk defa 6l¢iilmiis oldu. Tim
variyetelerin tetraploid ¢ikmasi en azinda ploidi diizeyi seviyesinde bu populasyonlarin
dogru olarak tasnif edilmis oldugunu gdstermektedir. Bunun bir sebebi her ne kadar bu
populasyonlar attiir varia olarak siniflandirilmis olsalar da ayn1 zamanda yerel rk olarak
da kayit altina alinmiglardir. Dolayisiyla, ekilmis materyalden elde edildikleri i¢cin de
tamaminin tetraploid ¢ikmasi sasirtict degildir. Ayrica yoncada sik rastlanan populasyon

ici ploidi diizeyi varyasyonlarina da rastlanmadi.

Ancak ploidi diizeyinin tespiti alttiirii belirlemede yeterli olmadig1 i¢in bu aksesyonlara
ait bitkilerin ¢icek rengi ile meyve seklinin de 6l¢lilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismanin
devamida bu iki morfolojik karakter de dlciilerek bu populasyonlarin tam tasnifi

yapilacaktir.

Degisik ploidi diizeyleri arasinda ¢aprazlamalar yapmak oldukca sinirli sayida ve ancak

indirgenmemis gametler araciligiyla olmaktadir ve bu sadece ploidi diizeyleri arasindaki
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gen akist i¢in uygun bir metoddur. Oysa ki yonca gibi sentetik varyetelerde variyete igi
bariyersiz gen akis1 ve genis temelli caprazlamalar zaruridir. Ploidi diizeyinin tespitinin
en biiyiik katkis1 bu materyalin tetraploid oldugunun teyid edilmesi ve dolayisiyla 1slah

programlarinda kullanilabilmelerinin 6nii agilmasi olmustur.

Bu calisma yoncanin DNA miktar: ile Flow Sitometri yontemi kullanmilarak yapilmis
bilindigi kadariyla ilk karsilastirmali calismadir. Yoncanin DNA miktar1 diploidlerde
yaklagik olarak domatese esit ¢ikarken (1.90pg), tetraploidlerde ise diploidlerin 1.7 kat1
olarak 3.25pg dolayinda tespit edilmistir. Ancak bu degerler Medicago sativa subsp.
varia’ya ait degerler olup genellestirilemeyebilirler. Nitekim PI 464818 nolu aksesyona
ait bir bitkinin igerdigi DNA miktar1 beklenin ¢ok iistiinde yaklasik olarak Spg olarak
Olciilmesi Medicago sativa-falcata kompleksinde ayni ploidi diizeyine sahip alttiirler
arasinda DNA miktar1 agisindan farklar goriilebilecegini de gostermektedir. Daha 6nce
kromozom diizeyinde yapilmis ¢alismalarda esit ploidi seviyelerinde kromozom
bantlanma figiirlerinde ve kromozom boyutlarinda degisiklikler rapor edilmistir [48] ve
bu degisikliklerin DNA miktarina yansimasmin arastirilmasit alttiir diizeyinde DNA

miktarindaki (varsa) degisiklik i¢cin aydinlatici olacaktir.

25



5. KAYNAKLAR

[1] Michaud, R., W.F. Lehman, et al, “World Distribution And Historical
Development”, p.25-56. In A. A. Hanson, et al., eds. Alfalfa and alfalfa improvement.
ASA-CSSA-SSSA, ISBN: 0-89118-094-X, Madison, WI, 1988.

[2] Barnes, F.R., and Gordon, C.H., “Alfalfa Science and Technology. Ed.by Hanson.
Madison, Wiscounsin, ISBN: 89118.USA, 1972.

[3] Yesil, M., “Tiikiye’nin Degisik Yorelerinden Toplanan Yonca Ekotiplerinin Bazi
Morfolojik ve Fizyolojik Zelliklerinin Belirlenmesi Uzerine Bir Arastirma”, Yiiksek
Lisans Tezi, Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, 2006.

[4] Uluocak, N., 1984. “Toprak Korumasi ve Yem Niteligi Bakimindan Tiirkiye’nin
Onemli Dogal Otlak Bitkileri”, Istanbul Univ. Orman Fak. Yay. 3198, s:29-30 Istanbul.
[5] Gengkan, M.S., 1983. “Yem Bitkileri Tarimi1”, Izmir, Ege Univ. Ziraat Fak. Yay.
No: 464519. s5-s6.

[6] Koyuncu, N., 2008. “Farklt MS Dozlarmm Bugdayda (7riticum sp.) Doku Kiiltiirti
Parametrelerine Etkileri”, Tarim Bilimleri Dergisi 14 (1), s82-s86.

[7] Soya, H., Avcioglu, R., vd, “Yem Bitkileri”, Hasad Yayincilik, sayfa 223, 2004.

[8] Elci, S. ve Acikgdz, E., “Baklagil (Leguminosae) ve Bugdaygil (Gramineae)
Yembitkileri, Tanitma Klavuzu”, Tigem Yayinlari, Afsaroglu Matbaasi, Ankara, 1993.
[9] Kir, B., Soya, H., 2008. “Kimi Mer’a Tipi Yonca Cesitlerinin Baz1 Verim ve Kalite
Ozellikleri Uzerinde Bir Arastirma”, Ege Univ Ziraat Fak Derg, 45 (1), s11-s19,

[10] Acikgdz, E., 2001. Yem bitkileri. III. Baski, U.U. Gii¢lendirme Vakfi yay. No:
182, Bursa, 584 s.

[11] Hanson, A.A., Barnes, D.K., et al, “Alfalfa and Alfalfa Improvement”, The
American Society of Agronomy, Monograph No:29, ISBN 0-89118-094-X, 1988.

[12] Lowe, C. C., Marble, W. L., et al, “Alfalfa Adaptation, Varieties and Usage”, Amer
Soc Agron Inc, Madison, Wisconsin, USA, 1972.

[13] Smith, D., Marten, G. G., et al, “Dry Matter Yields of Vernal and Du Puits
Alfalfa”, Res Rep, Div Col Ag and Life Science, 1968.

[14] Erisen, S., 2005. “Yonca (Medicago sativa L.)’da somatik embriyogenesis

araciligiyla bitki rejenerasyonu”, Tarim Bilimleri Dergisi, 11(3), s311-s315.

26



[15] Tiiliicii, K., “Ozel Bitkilerin Sulanmas1”, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarimsal Yapilar ve Sulama Boliimii, Genel Yayin No:254, Ders Kitaplar1 Yayin No:
A-82, Adana, 2003.

[16] Acar, Z., Ayan, 1., “Yem Bitkileri Kiiltiirii”, Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Ders Kitabi, No: 2 (2. Baski), Samsun, 2004.

[17] El¢i, S., “Baklagil ve Bugdaygil Yem Bitkileri”, TC Tarmm ve Koy Isleri Bakanlig,
Ankara, 2005.

[18] C)zgen, M., vd., “Bitkisel Gen Kaynaklarinin Korunma ve Kullaniminda Yeni
Yaklasimlar”, Tiirkiye Ziraat Miithendisligi 5. Teknik Kongresi, 259-284, Ankara, 17-
21, Ocak 2000.

[19] Avcioglu, R., Soya, H., A¢ikgdz, E. ve Tan, A., “Yem Bitkileri Uretimi”, Tiirkiye
Ziraat Miithendisligi V. Teknik Kongresi, (1), 567-586, Milli Kiitiiphane, Ankara, 17-21,
Ocak 2000.

[20] Yolcu, H., ve Tan, M., 2008. “Ulkemiz Yem Bitkileri Tarimma Genel Bir Bakis”,
Tarimm Bilimleri Dergisi 14(3), s303-s312.

[21] Ball, D. M., Hoveland, C. S., et al, “Forage Quality”, In: Southern Forages (2rld
edition). p. 124-132. Potash and Phosphate Institute and Foundation for Agronomic
Research, Norcross, GA, 1996.

[22] Moore, J. E. and Undersander, D. J., “Relative Forage Quality: Alternative to
Relative Feed Value and Quality Index”, Proceedings 13™ Annual Florida Ruminant
Nutrition Symposium, p.16 -32 (2002).

[23] Redfearn, D., H. Zhang., et al, 2006. http://pods.dasnr.okstate.edu/
docushare/dsweb/Get/Document-2557/F-2117web.pdf Forage Quality Interpretations.
Oklahoma Cooperative Extension Service F-2117. (Erisim Tarihi: Mart 2009).

[24] Rohweder, D. A., Barnes, R. F., et al, “Proposed Hay Grading Standards Based on
Laboratory Analyses for Evaluating Quality”, Journal of Animal Science 47, s747-s759
(1978).

[25] Canbolat, O., Karaman, S., 2009. “Baz1 Baklagil Kaba Yemlerinin in Vitro Gaz
Uretimi, Organik Madde Sindirimi, Nispi Yem Degeri ve Metabolik Enerji Igeriklerinin
Karsilastirilmas1”, Tarim Bilimleri Dergisi 5(2), s188-s195.

27



[26] Quiros, C.F. and Bauchan, G. R., “The Genus Medicago and the Origin of the
Medicago sativa Complex”, p. 93-124, In A. A. Hanson, et al., eds. Alfalfa and alfalfa
improvement. ASA-CSSA-SSSA, ISBN: 0-89118-094-X, Madison, WI, 1988.

[27] Sakiroglu, M., “Inferring Population Structure and Genetic Diversity of Broad
Range of Wild Diploid Alfalfa (Medicago Sativa L.)Accessions Using SSR Markers”,
Theoretical and Applied Genetics (Baskida), 2010.

[28] Havananda, T., “Relationships Among Diploid Members of the Medicago sativa
(Fabaceae) Species Complex Based on Chloroplast and Mitochondrial DNA
Sequences”, Systematic Botany 35(1), 140-150 (2010).

[29] Quiros, C. F., “Alfalfa, luzerne (Medicago sativa L.)”, p.253-294. In S.D. Tanksley
and T.J. Orton (ed). Isozymes in plant genetics and breeding, Part B. Elsevier Scientific
Publishing Co., Amsterdam, 1983.

[30] Riday, H. and Brummer, E. C., “Heterosis in a Broad Range of Alfalfa
Germplasm”, Crop Sci 45: 817 (2005).

[31] Riday, H. and Brummer, E. C., “Forage Yield Heterosis in Alfalfa”, Crop Sci 42,
$716-s723 (2002).

[32] Kog, A. ve M. Tan, “Erzurum Meralarinda Dogal Olarak Yetisen Melez Yonca
(Medicago varia L.)’nin Bazi Ozellikleri”, Tiirkiye 3. Cayir-Mera ve Yem Bitkileri
Kongresi, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii, s621-s626,
Erzurum, 17-19 Haziran 1996.

[33] Barnes, D. K., Bingham, E. T., et al, “Alfalfa Germplasm in the United States:
Genetic Vulnerability, Use, Improvement and Maintenance”. U.S. Department of
Agriculture, Technical Bulletin No. 1571, U.S. Printing Office, 1977.

[34] Ellstrand, N. C., Prentice, H. C., et al ‘‘Gene Flow and Introgression from
Domesticated Plants into Their Wild Relatives”, Annu Rev Ecol Syst 30, $539-s563
(1999).

[35] Stokstad, E. L., “A Little Pollen Goes A Long Way”, Science 296, s2314 (2002).
[36] Conner, J. K., “Genetic Mechanisms of Floral Trait Correlations in A Natural
Population”, Nature 420, s407-s410 (2002).

[37] Karaca, M., 2002. “Simple Sequence Repeat (SSR) Markers Linked to the Ligon
Lintless (Li(1)) Mutant in Cotton”, J Hered 93, s221-s224.

28



[38] Doyle, J. J. and Luckow, M. A., “The Rest of the Iceberg. Legume Diversity and
Evolution in A Phylogenetic Context”, Plant Physiol 131, s900-s910 (2003).

[39] Tiryaki, I., 2005. “Genetik Yapis1 Degistirilmis Bitkiler: Diinii, Bugiinii ve
Gelecegi”, OMU Zir Fak Derg 20(2), s121-s126.

[40] Balkaya, A. ve Yanmaz, R., 2001. “Bitki Genetik Kaynaklarinin Muhafaza
imkanlar1 ve Tohum Gen Bankalarmmin Calisma Sistemleri”, Ekoloji Cevre Dergisi
10(39), s25-s30.

[41] Brummer, E. C., et al., “Ploidy Determination of Alfalfa Germplasm Accessions
Using Flow Cytometry”, Crop Science 39(4), s1202 (1999).

[42] Ellialtioglu, S., Sar1, N., vd, “Haploid Bitki Uretimi”, Bitki Biyoteknolojisi, Cilt:1,
Ed: Babaoglu, M., Ozcan, S., Giirel, E., 137-189, ISBN 975-6652-04-7, 2002.

[43] Galbraith, D.W., “Rapid Flow Cytometric Analysis of the Cell Cycle in Intact Plant
Tissues”, Science 220, s1049-s1051 (1983).

[44] De Laat, A. M. M., et al., “Determination of Ploidy of Single Plants and Plant
Populations by Flow Cytometry”, Plant Breed 99, s303-s307, 1987.

[45] Tuna, M., “DNA Content and Ploidy Determination of Bromegrass Germplasm
Accessions by Flow Cytometry”, Crop Science 41(5), s1629 (2001).

[46] Blondon, F., “Genome Size and Base Composition in Medicago sativa and M.
truncatula Species”, Genome 37(2), s264-s270 (1994).

[47] Sakiroglu, M., J.J. Doyle, et al ‘“The population genetic structure of diploid
Medicago sativa L. germplasm. In C. Huyghe, ed. XXVIII Meeting of Eucarpia Fodder
Crops and Amenity Grasses Section’’. Springer, Berlin, 2010.

[48] Bauchan, G. R., Hossain, M.A., “Karyotypic Analysis of C-Banded Chromosomes
of Diploid Alfalfa: Medicago sativa ssp. caerulea and ssp. falcata and Their Hybrid”,
Journal of Heredity. 88(6):533 (1997).

29



OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Miige MAVIOGLU KAYA
Dogum Yeri: Bursa

Dogum Tarihi: 11.05.1984

Medeni Hali: Evli

Yabanci Dili: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Y1il)
Lise: Bursa Cumhuriyet Lisesi (YDA)
Lisans: Kafkas Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji BSliimii
Yiiksek Lisans: Kafkas Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim

Dali, Molekiiler Biyoloji Alani

30



