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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
BAZI KORUNGA HATLARININ MIKROSATELLIT (SSR) BELIRTECLERI iLE
GENETIK KARAKTERIZASYONU
Tugba SUTCU
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN

Onobrychis viciifolia Scop. (korunga) farkli ekolojik bolgelere uyum saglamis, tilkemizde
ozellikle Orta ve Dogu Anadolu’da tarimi yapilan ¢ok yillik baklagil tiiriidiir. Korunga zengin
protein igerigi, kirag ve kiregli topraklarda kolaylikla yetisme, abiyotik stres kosullarina karsi
dayaniklilik gibi 6nemli 6zelliklere sahip bir yem bitkisidir. Bu tez ¢alismasinda Tekirdag
Namik Kemal Universitesi, Tarla Bitkileri deneme alanindan &rneklenen 83 korunga hatt1 10
SSR primeri (OVK036, OVK046, OVK094, OVK101, OVK125, OVK161, OVK174,
OVMO033, OVMO061 ve OVM125) kullanilarak karakterize edilmistir. Calismada kullanilan
SSR lokuslarinin tamami polimorfik olarak saptanmistir. Analiz edilen 83 6rnekte 10 SSR
lokusu icin toplam 92 allel saptanmistir. Ortalama gozlenen allel sayisi 9,2 olarak
hesaplanmistir. Genetik ¢esitlilik parametrelerinden, Shannon Sabiti (1=0,375), Nei’nin
tarafsiz genetik gesitlilik degeri (uh=0,243) ve ortalama polimorfik bilgi igerigi (P1C=0,240)
olarak hesaplanmistir. Genetik mesafe degerleri kullanilarak UPGMA kiimelendirme yontemi
ile dendrogram olusturulmus ve ¢alisilan korunga aksesyonlarinin 2 ana kiimeye ayrildigi
gozlenmistir. Elde edilen sonuglar, ¢alisilan korunga hatlarinin genetik yapilar1 hakkinda
onemli bilgiler saglamistir. Korungada yapilan bu tez ¢alisilmasindan elde edilen genetik
veriler korunga slah calismalarina ve gelistirilecek yeni gesitlerin tarima kazandirilmasina
katkilar saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Korunga, Genetik karakterizasyon, Onobrychis viciifolia, SSR, UPGMA

2020, 62 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis
GENETIC CHARACTERIZATION OF SOME SAINFOIN LINES BY MICROSATELLITE
(SSR) MARKERS
Tugba SUTCU
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Behiye Banu BILGEN

Onobrychis viciifolia Scop. (sainfoin) has been adapted to different ecological regions and
cultivated especially in Central and Eastern Anatolia. Sainfoin is a forage plant with important
properties such as rich protein content, easy growing in arid and calcareous soils, and also
resistant to different abiotic stress conditions. In this thesis, characterization of 83 sainfoin lines
was performed by using 10 SSR primers (OVK036, OVK046, OVK094, OVK101, OVK125,
OVK161, OVK174, OVMO033, OVMO061, and OVM125). All SSR loci used in our study were
found to be polymorphic. A total of 92 alleles were detected for 10 SSR loci. The mean observed
number of alleles was calculated as 9.2. Among the genetic diversity parameters, Shannon
Index (1=0.375), unbiased genetic diversity value (uh=0.243) and mean polymorphic
information content (PIC=0.240) were calculated. Dendrograms were built by UPGMA
clustering method using genetic distance values and it was observed that the studied sainfoin
lines were divided into two main clusters. The results obtained from our study provide
significant information about the genetic structures of the studied sainfoin lines. Genetic data
obtained from our study will contribute to sainfoin breeding studies and gain new varieties to
agriculture.

Key words: Sainfoin, Genetic Characterization, Onobrychis viciifolia, SSR, UPGMA
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TESEKKUR

Bol ve kaliteli kaba yem iiretimi hayvanciligin siirdiiriilebilirligi agisindan son derece
onemlidir. Maalesef iilkemizde kaba yem iiretimi yetersiz olup, ihtiyacin ancak yaklasik
yarisin1 karsilayabilmektedir. Ulkemiz hayvanciligmin yillardan beri siiregelen kaba yem
sorunu ¢oziime kavusturmanin baslica iki yolu bulunmaktadir; 1. Ana kaba yem kaynagimiz
olan ¢ayir ve meralarimizi 1slah ederek daha verimli kilmak. 2. Tarim alanlarinda yem
bitkilerinin ekilis alanlarini arttirmak. Ancak, iilkemizde tarimi yapilan yem bitkisi tiirlerinin
say1s1 olduke¢a siirlidir. Ulkemiz ¢ok farkli cografik 6zellik ve iklime sahip genis bir tarim
tilkesidir. Bu nedenle her bolge ve iklim kosuluna uygun alternatif yem bitkisi tiirleri

belirlenmeli ve tesvik edilerek iiretimleri yayginlastiriimalidir.

Korunga verimi bol, protein orani yiiksek, oldukga lezzetli ve besleme degeri yiiksek
olan ¢ok yillik bir baklagil yem bitkisidir. Icerdigi tanenlerden dolay: ciftlik hayvanlarinda
sigskinlige neden olmaz. Bu {istlin 6zellikleri nedeniyle korunga hem ¢ayir-mera karisimlarinda
yer almakta hemde tarla arazilerinde kaba yem iiretiminde kullanilmaktadir. Tiim bunlara ek

olarak bal arilar1 igin 6nemli bir bal6zii kaynagi olmasi korunganin 6nemini arttirmaktadir.

Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Metin TUNA nin yiiriitiiciiligiini yaptig1 “Genis Dogal Varyasyona Sahip
Korunga (Onobrychis Miller) Genetik Kaynak Koleksiyonunun Yeni Sitogenetik Yontemler ile
Karakterizasyonu ve Trakya Bolgesine Uygun Cesitlerin Gelistirilmesinde Kullanimi” isimli
TUBITAK projesi kapsaminda yiiksek lisans tez konusu olarak &nerilen bu tez ¢aligmasinda
kullandigim bitki materyalini saglayan Prof. Dr. Metin TUNA’ya, lisans ve yiiksek lisansim
stiresince ders ve tez ¢alismalarim sirasinda biiyiik ilgi ve destegini gordiigiim, bilgi ve
goriislerinden yararlandigim tez danismanim, ¢ok degerli hocam Dog¢. Dr Behiye Banu
BILGEN’e igtenlikle tesekkiir ederim. Ayrica tezin son seklini almasinda degerli katkilarmi
esirgemeyen Tez Savunma Smawvi Jiiri Uyesi Dog. Dr. Semra HASANCEBI (Trakya
Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii) hocama
tesekkiirlerimi sunarim. Yine laboratuvar caligmalarim esnasinda benden yardimlarini
esirgemeyen arkadasim Biisra YURUK e tesekkiir ederim. Calismalarim boyunca sabir ve

Ozverilerini esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Ocak, 2020 Tugba SUTCU



1. GIRIS

Diinya niifusunun son yillarda hizla artmasi gida maddelerine olan talebin de artmasina
sebep olmaktadir. Bu durum bir yandan tarimsal {iriin miktarinin arttirllmasini bir yandan da
insan tiiketimine sunulan gida maddelerinin kaliteli ve gilivenli olmasini gerektirmektedir
(Yagmur ve Giines, 2010). Insanlarm saghkli bir sekilde hayatlarini devam ettirmeleri her
seyden Once yeterli miktarda ve kalitede gida maddelerinin temin edilmesine baglidir. Dengeli
ve yeterli beslenme i¢in hayvansal ve bitkisel iiriinler bir biitiin olarak diisiintilmedir.
Ulkemizde yeterli bir sekilde beslenemeyen c¢iftlik hayvanlarinin et ve siit verimleri diisiiktiir.
Bu nedenle iilkemizde hayvansal iirlinlerin {iretimi ihtiyaci karsilamada yetersiz kalmaktadir.
Bu durumda hayvansal iiriin fiyatlarinin yiikselmesine ve vatandaslarimizin alim giiciiniin
istiinde gergeklesmesine sebebiyet vermektedir. Sonug olarak iilkemiz insani1 yeterli ve dengeli
beslenememektedir. Bu durumun en temel sebeplerinden birisi hayvanciligin en 6nemli
girdilerinden biri olan kaba yem iiretiminin azlhigidir. Tarla tarimi i¢inde yetistirilen yem
bitkileri ve dogal ¢ayir meralar, hayvanlara ucuz, kaliteli ve bol miktarda kaba yem saglamada
onemli yem kaynaklari durumundadir (Temel ve Sahin, 2011). Ruminant beslenmesinde
kullanilacak kaba yemler biiyiik 6nem tasir. Kullanilacak yem kombinasyonlar1 hayvanlarin
yemden yararlanma derecesini arttirilmasini, dolayisiyla hayvanlarin yemleri severek fazla
miktarda tiiketmelerini saglamaktadir (Demirel, Cengiz, Celik ve Erdogan, 2001). Kaba yemler
ucuz bir kaynak olmasi, gevis getiren hayvanlarda rumen mide mikroflorasi i¢in gerekli besin
maddelerini igermesi, vitamin ve mineral bakimindan zengin olmasi, hayvanlarin lireme
giiclinii arttirmasi ve kaliteli hayvansal iirlin saglamast bakimindan 6nemli bir yere sahiptir
(Temel ve Sahin, 2011). Tiirkiye’de 6nemli bir yem kaynagi olan yem bitkileri tarimi heniiz
istenen seviyede degildir. Ayrica ¢ayir ve meralarimiz yanlig ve asir1 kullanim sonucu bozulmus
ve yem verimleri oldukea diisiik seviyededir. Ulkemiz dogal floras tiir sayis1 bakimindan ¢ok
zengin olmasma karsin, kiiltirii yapilan yem bitkisi tiirlerinin sayist son derece sinirlidir

(Giirsoy ve Macit, 2014).

Onobrychis cinsi, tarimsal agidan Onemli birka¢ baklagil yem bitkisi tiiriini
igermektedir. Onobrychis viciifolia (Korunga) ise i¢lerinde en yaygin olanidir. Korunga igerdigi
yiiksek ham protein orani, yiiksek besin degeri ve sahip oldugu lezzetliligi ile ¢ok yillik dnemli
bir baklagil yem bitkisidir (Carbonero, Harvey, Brown ve Smith, 2011; Vasileva, Naydenova
ve Stoycheva, 2019). Soguga ve kuraga diger yem bitkilerine nazaran daha dayanikli olan

korunga kirag, kiregli topraklarda iyi bir gelisme gosterir. Suyun problem oldugu bir¢ok iklim



ve toprak sartlarinda yetisebildigi i¢in ¢ok degerli bir miinavebe bitkisidir. Korunga ayni
zamanda toprak 1slahinda kullanilan en 6nemli bitkilerden birisidir (Akgelik, 2009). Korunga
diinya ¢apinda uzun bir geg¢mise sahiptir ancak bati iilkelerinde kullanimi son yillarda
azalmistir. Yapilan son arastirmalarda korunganin tanen ve polifenol bilesimi nedeniyle
antihelmintik 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir (Vasileva vd., 2019). Otlayan ruminantlar,
rumen gazi olusumu (sigkinlik) ve i¢ parazit enfeksiyonunun neden oldugu bazi hastaliklara
maruz kalir. Ancak Onobrychis tiirlerinde bulunan yogunlasmis tanenlerin, antihelmintik
Ozellikler sagladigi, protein kullanimimi arttirdigt ve hayvanlarda sismeyi Onledigi

gosterilmistir (Piluzza, Sulas ve Bullitta, 2014; Vasileva vd., 2019).

Korunga iizerinde daha 6nce yapilmis olan ¢alismalar incelendiginde bazi morfolojik,
agronomik ve fenolojik karakterizasyon calismalarinin degisik arastiricilar tarafindan daha
once yapildigi fakat molekiiler yontemler ile yapilan tanimlama ve karakterizasyon
caligmalarmin son derece sinirli oldugu goriilmektedir. Mikrosatellitler (SSR) genetik
kaynaklarin molekiiler karakterizasyonunda kullanilan en gilivenilir ve yaygin yontemlerden
biridir. Bu tez ¢aligmasinda ‘Genis dogal varyasyona sahip korunga (Onobrychis Miller)
genetik kaynak koleksiyonunun yeni sitogenetik yontemler ile karakterizasyonu ve Trakya
bolgesine uygun cesitlerin gelistirilmesinde kullanmimi® isimli TUBITAK-1001 projesi
kapsaminda yapilan klonal hat denemelerinin sonuglarina gore en iyi performans gosteren 83
hat lizerinde SSR analizleri yapilmasi ve hatlarin ilgili SSR primerleri agisindan genetik
yapilarinin ortaya konulmasi, ¢alisilan hatlarin genetik parametrelerinin tahmin edilmesi ile
genetik cesitlilik diizeylerinin belirlenmesi ve korunga hatlarinin molekiiler filogenetik
analizinin yapilmasi, SSR belirtecleriyle belirlenen genetik ¢esitlilik diizeylerinin literatiirde
mevcut olan diger caligmalarla karsilastirilmasi amaglanmistir. Ayrica genetik cesitlilik diizeyi
yiiksek oranda bulunan hatlarin gelistirilme stratejilerinin belirlenmesi ve ¢alisma sonunda elde
edilen bilgilerin korungada genetik ¢esitlilik, genetik yapi, 1slah ve ¢esit gelistirme {izerine olan

diger caligmalara 6nemli katkilar saglayacag: diisiintilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Korunga Bitkisi

Korunga bitkisi Baklagiller (Fabaceae) familyas: Papillionidae alt familyasindan olan,
tilkemizde 6zellikle Orta ve Dogu Anadolu ile gegit bolgelerinde tarimi yapilan ¢ok yillik
baklagil yem bitkisidir (Ince ve Filazi, 2009). Kira¢ kosullarda basarili bir gelisme gdsteren
korunga otlatilarak ya da bicilerek de faydalanilabilen 6nemli bir yem bitkisidir (ileri, 2004)
(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Korunga bitkisinin genel goriintiisii

Ulkemizin 3 gen merkezinin kesistigi noktada bulunmasi nedeniyle tiir sayis
bakimindan son derece zengindir. Ulkemiz bir¢ok korunga tiiriine de ev sahipligi yapmaktadir.
Korunga iilkemizde ‘‘goriingen’” ya da “ koringa ’’ olarak da anilmaktadir (Sirali, Deveci ve
Cmbairtoglu, 2012). Yurdumuzda Dogu Anadolu’da oldukga genis ekim alanina sahip korunga
ozellikle Kars, Ardahan, Agri, Erzincan, Erzurum, Mus, Hakkari, Elaz1g, Van, Bitlis, Batman,
Kahramanmaras, Giimiishane, Bayburt, Malatya ve Siirt bolgelerinde yetistirilmektedir. Orta
Anadolu’da da korungaya birgok yerde rastlanir. Kirsehir, Nigde, Sivas, Yozgat, Konya,
Ankara ve Cankir1 ¢evrelerinde bulunur. Tarmm Isletmeleri Genel Miidiirliigiiniin, Malya,
Polatli, Altinova, Gozlii ve Ulas gibi ¢iftliklerinde yogun olarak korunga yetistirilmektedir
(Sirali vd., 2012).



Diinyada korunga cinsine ait yaklasik 160 kadar tiir oldugu bilinmektedir. Bunlardan
yabani korungalarin Baltik Denizi’nden, Akdeniz, On Asya ve Sibirya’ya kadar ¢ok genis bir
alana yayilldig1 bildirilmistir. Ozellikle Anadolu-iran-Kafkasya ii¢geninde daha yaygin
bulunmaktadir. Ulkemizde ise dogal olarak yetismekte olan 70 kadar korunga tiirii mevcuttur.
Bu bolgelerden iran’da 53 tiirden 32’si (%60,4), Kafkasya da 39 tiirden 21°i (%53,4) ve
Tiirkiye’de 52 tlirden 27’si (%51,9) endemiktir. Bu bilgiler 1s1ginda Tirkiye’nin korunga

bakimindan énemli gen merkezlerinden biri oldugu gériilmektedir (Avei, 2010; Ince, 2007).

Onobrychis viciifolia, Giiney Orta Asya'ya 6zgii olan ve on besinci yiizyillda Orta
Avrupa'da yetistirilmeye baslanmus bir tiirdiir (Burton ve Curley, 1968). Ilk kez 1582'de Giiney
Fransa'da yetistirilmis ve ardindan Avrupa'ya yayilmistir (Carbonero, 2011). Giiniimiizde, O.
viciifolia hala Dogu Avrupa, Italya, ispanya, iran ve Tiirkiye'de yetistirilmektedir. 2001 yilinda
Tiirkiye'de yaklasik 94.000 ha alanda tarimi yapildigi bildirilmistir (Eken, Demirci ve Dane,
2004). Oldukga genis tiir gesitliligine sahip olmasina ragmen tarimsal agidan 6nemli olan
korunga tiirleri Yaygin Korunga (Onobrychis viciifolia Scop.), Anadolu Korungasi
(Onaobrychis arenaria Kit. Ex. Wild. D.C.), Kafkas Korungasi1 (Onobrychis transcaucasica
Gross H.)’dir. Bu tiirler iginde yaygin korunga ya da kisaca korunga olarak adlandirilan
Onobrychis viciifolia (O. viciifolia) tiriiniin yaygin yetistirildigi bilinmektedir (Anonim,
2019a).

Korunga soguk ve kurak sartlara uyum saglamasinin yaninda diger bitkilerin
yetisemedigi kiregli ve kirag topraklarda iyi bir gelisim gosterir. Kalkerli ve sulanmayan
topraklarda yoncadan daha verimlidir (Tiirk, 2005). Korunga otu yonca kadar besleyici olup,
protein oranm1 oldukga yiiksek ve mineral madde bakimindan zengindir. Yoncanin aksine
hayvanlarda siskinlik yapmaz. Bu sebeple yesil korunga otu hayvanlara istenildigi kadar
yedirilebilir. Korunga otunun siit ineklerinde tereyagi ve siit kalitesini de arttirdigi
gdzlemlenmistir (ince, 2007). Konsantre tane igeriginden dolay1 gevis getiren hayvanlarin
sindirim organlarinda amonyak ve metan gazini azaltip hayvanlarin verimi ve sagligi iizerine

katkis1 biiyiiktiir (Kog ve Akdeniz, 2017).

Hayvan beslenmesindeki 6nemi, kurak kosullara uyum saglamasi, kdklerinde bulunan
Rhizobium bakterileri araciligiyla havanin serbest azotunu topraga baglamasi, kuvvetli kok
yapistyla egimli sahalarda toprak kaybin1 dnlemesi sebepleriyle diger yem bitkilerine gore

tercih sebebidir (Bagc1 ve Mutlu, 2011; Kog ve Akdeniz, 2017).



2.2. Korunga Bitkisinin Onemli Ozellikleri

Korunga iilkemizin farkli ekolojik bolgelerine adapte olabilecek iistiin tarimsal
ozellikleri, yiiksek verim ve kaliteli yemi nedeniyle tilkemizde yem bitkilerinin krali olarak
tanimlanmaktadir (Okcu ve Sengiil, 2014). Cok yillik baklagil yem bitkisi olan korunga
Fransizlar tarafindan "sain" ve "foin" kelimeleri ile tanimlanmistir. "Sain" saglikli, "foin" ise
¢im demektir. Tiirkceye mukaddes ot veya evliya otu seklinde ¢evrilmistir. Bunun yaninda
saglikli saman, kutsal saman gibi isimlerle de anilmaktadir. Korunga, Avrupa'nin iliman
bolgelerinde, Asya'da, Akdeniz iilkelerinde ve Kuzeybati Amerika'da genis Olglide yaygindir.
Daha 1liman bolgelerde yerliler tarafindan tarih boyunca yetistirilmis, 15. yiizyillda Avrupa'nin
merkezi Italya, Ingiltere ve Isvigre gibi iilkelere yayilmistir (Ozbilgin ve Coskun, 2018).

Korunganin diger baklagil yem bitkilerine gore daha erken gelismeye baslamasi 6nemli
bir avantajdir. Fide donemi disinda kuraga 6zellikle geg ilkbahar donlarina karsi dayaniklidir
ve yaslandikca dayanikliligr artar. Gegirgen, kirec¢li, kumlu topraklar1 seven bitki ayn1 zamanda
zay1f ve corak alanlar1 verimli kilar. Ancak en iyi gelismeyi derin, kiregli ve diizgiin drenajli
toprakta gerceklestirir (Ozbilgin ve Coskun, 2018). Kuvvetli kék yapisiyla riizgar ve su
erozyonunu kontrol etmede oldukga 6nemli bir yere sahiptir. Ayn1 zamanda en énemli toprak
1islahi bitkilerindendir (Stevovic, Stanisavljevic, Djukic ve Djurovic, 2012). Bitki protein ve
mineraller (P, Mg ve K) bakimindan zengindir ancak kalsiyum ve sodyum konsantrasyonlari
diger baklagillere nazaran bir miktar diisiiktiir (Altindal ve Altindal, 2018).

Tiirkiye hayvan yemi temin etme konusunda yetersizlik gostermektedir. Korunga ise
tilkemiz icin olduk¢a 6nemli, lezzetli ve besleyici ayrica bir hayvan yemi olarak siskinlige
neden olmama avantajina sahiptir (Tiirk ve Celik, 2006). Korunga otu, nitrojensiz 6z maddeler,
ham yag, ham protein ve mineral orani agisindan yoncadan daha yiiksektir. Hazmolmay1
olumsuz ydnde etkileyen tanen maddesi korunga otunda yoncadan daha azdir. [lkbaharda erken
gelismeye baglar, boylece diger mera bitkileri otlatma olgunluguna gelmeden 6nce hayvanlara
iyi kalitede yem saglar. Bu agidan, korunga otlatma igin birgok yem bitkisine gére daha ¢ok
tercih edilmektedir. Ayn1 zamanda korunga otu ile beslenen hayvanlarda siit ve tereyagi
kalitesinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Celik, Karakaya, Avci, Sancak ve Ozcan, 2012).
Ek olarak korunga tohumlar1 sonbahar baslarinda kuslar ve kemirgenler tarafindan da tiiketilir
(Altindal ve Altindal, 2018). Korunga hayvanlar i¢in iyi bir yem kaynagi olmasinin yaninda
toprak 1slah1 agisindan da 6nemli bir bitkidir. Kok yapisi oldukca kuvvetli oldugundan derinlere

dogru isleyerek ana kayay1 pargalar ve toprak olusumunun hizlanmasini saglar. Derinlere inen
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kokleri sayesinde topragin havalanmasina yardimci olur ve besin elementlerini kullanir.
Baklagil yem bitkisi olmasi sebebiyle koklerindeki nodoziteler araciligiyla havadaki serbest
azotu baglayarak topragi azotca zenginlestirmesi iyi bir miinavebe bitkisi oldugunun kanitidir

(ilgin, 2017).

2.3. Korunganin Ani ile Tliskisi

Aricilik isletmeleri veya ar1 ile ugrasan ailelerin temel iiretim kaynagi floral
kaynaklardir. Bal aris1 (Apis mellifera L.) floradan polen, nektar ve propolisi toplar ve bu
maddelerin iiriinlere en ekonomik sekilde doniistiiriilmesini saglar. Bal arilar1 bir¢ok ¢igek ve
bitkiyi ziyaret ederek {irettikleri bu {iriinler ile kendi beslenme, enerji ve diger ihtiyaglarini
kargilarken, insanlar i¢in de polen, bal, ar1 siitii, balmumu, propolis gibi {iriinlerden

faydalanmaya olanak verirler (Karaca, 2008).

Korunga, bal arilarinin nektar ve polen toplamak amaciyla en ¢ok ziyaret ettigi baklagil
yem bitkilerinden biridir (Sirali vd., 2012). Bal arilari, yan yana ekili korunga ve yonca
parsellerinden genellikle korunga parselini tercih ederler. Bal 6zii kaynag1 olarak korungay1
tercih eden arilarin bali verimlidir ve kendilerine 6zgii hos bir aromasi vardir (Anonim, 2019a).
Korunga bitkisi yiiksek miktarda nektar igermesi, ¢igeklerinin biiyiik ve g6z alici renklere sahip
olmasi, bal 6ziiniin glikoz, fruktoz ve sakkaroz bakimindan zengin olmasi, ¢igek salkimlarinin
bitkinin iist kisimlarinda bulundugundan arilar tarafindan kolayca ulasabilmesi gibi sebeplerden
dolay1 ¢ok iyi bir bal 6zii bitkisidir (Anonim, 2019b). Bal arilar1 korungadan polen ve nektar
alirken tozlagsmayr da sagladigindan tohum verimindeki artiglar da bal arilar1 sayesinde

miimkiin olmaktadir (Sirali vd., 2012).

Korunga gibi gosterisli ciceklere sahip ve fazla miktarda baldziine sahip bitkiler
genellikle sabahlari, 6gleden 6nce yogun bir sekilde arilarin ziyaretine ugrar. Bunun en 6nemli
sebebi, genellikle riizgarin 6gleden dnce olmamasi ve ¢igeklerin tiim gosteris ve tazeliginin
tozlayicilar i¢in hazir olmasidir. Bal arilarinin ziyaret ettigi bitkiler arasinda Dogu Anadolu’da
ilk siray1 korunga almaktadir. Rusya’da yapilan bir ¢alismada da Kafkas ar1 irkinin korunga

icin en 1iyi tozlayici bitki oldugu gézlemlenmistir (Sirali vd., 2012).

Bakoglu ve Kutlu (2005)’nun Elazig’da yaptiklari bir ¢aligmada bal aris1 yogunlugu

Olctimii bitki orneklerinin alindig1 alanlarda saat 12'de baslanmis ve her bir alanda 5 dakika



boyunca sayilarak belirlenmistir. Cigek salkimlarinin ve m?’de ¢icek sayisiin ¢ok oldugu

donemde bal aris1 sayis1 da fazla oldugu tespit edilmistir.

2.4. Korunganin Tiirkiye’deki Ekonomik Onemi

Korunga tlilkemiz ekolojik kosullarina oldukga iyi uyum saglamis, kiregli topraklar ve
kirag sartlarda dahi ekonomik olarak yetistirilebilen ¢ok nadir bitki tiirlerinden birisidir. Yagis1
yeterli olan bolgelerde verimide artmaktadir (Sirali vd., 2012). Korunga kiiltiiriiniin ekonomik
onemi Ozellikle hayvansal iiretim maddelerinde goriilmektedir. Besin degeri yliksek olan
yemlerle beslenen hayvanlardan elde edilen iiriinlerin kalitesi yiiksektir ve bu yemler iilke
ekonomisi i¢in biiyiik degere sahiptir. Korunga hayvanlarin mide mikroflorasi ig¢in gerekli besin
maddelerini i¢ermektedir. Ayrica vitamin ve mineral agisindan zengin olmalar1 sebebiyle
hayvanlarin verim ve iireme performansini da olumlu etkilemektedir (Anonim, 2019c). Bu

ozelliklerinden dolay1 lilkemizde hayvan yetistiricileri tarafindan 6nemi ve degeri bilinmektedir

(Sirali vd., 2012).

Erozyona maruz kalan egimli arazilerde, korunga ekimi yapilarak elde edilen iiriinii
hayvancilikta degerlendirmek, birim alandan saglanan yarar1 da ist seviyeye ¢ikarmak
miimkiindiir. Boylece ekonomik ag¢idan iyi bir gelir elde edilebilir ve korunganin derinlere
inebilen kok yapisiyla erozyonu onleme 6zelliginden de faydalanilabilir (Sirali vd., 2012).
Ozellikle baklagiller familyasindan olan korunga, yonca, fig gibi yem bitkileri havadaki azotu
baglayarak topragi azotca zenginlestirir ve hicbir zararli yan etkisi bulunmayan dogal bir
giibreleme yaparlar (Anonim, 2019b). Korunga biitiin bu bitkisel avantajlarina ek olarak yiiksek
kalitede bal6zii kaynagina sahip olmasi nedeniyle aricilik igin ¢ok iyi bir potansiyel
olusturmaktadir. Ciinkii korunganin nektar ve polen liretmesi ve bal arilarinin bu kaynaklara
kolayca ulagmasi, goz alici renkte ve biiylik ciceklerinin olmasi bu bitkiyi aricilik agisindan

miikemmel kilmaktadir (Sirali vd., 2012).

Ulkemiz tariminda baklagil yem bitkilerinin giiniimiiz iiretim alanindan ¢ok daha genis
bir alanda tiretilmesi, tarimin gelismesi ve teknolojinin gosterdigi yolda basariya ulagsmast igin
zorunludur. Bu sebeple iilkemize hem tarimsal hem de ekonomik ydnden biiyiikk faydalar
saglayacak olan yem bitkileri yetistiriciligine 6nem verilmeli ve bu amagla yapilacak ¢alismalar

her agidan desteklenmelidir (Dadasoglu ve Tosun, 2017).



2.5. Korunga Bitkisinde Yapilmis Calismalar

Biyoteknoloji, giiniimiizde tim diinyada en yaygin, en popiiler ve yeniliklere agik
bilimsel alanlarin basinda gelmektedir. Molekiiler belirtegler ise bu alanda kullanilan 6nemli
biyoteknolojik araglar olarak karsimiza ¢ikar. Molekiiler belirtegler fiziksel haritalama,
cesitlilik, marker destekli seleksiyon, gen kesfi ve etiketleme, filogenetik calismalar, genetik
karakterizasyon caligmalar1 gibi pek ¢ok alanda etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Bitki
biyoteknolojisi ¢alismalarinda da yaygin bir sekilde kullanilan molekiiler belirtegler daha
verimli ve daha hizli sonuglar alinmasina olanak saglamaktadir (Filiz ve Kog, 2011). Molekiiler
belirtegler arasinda basit dizi tekrarlari (SSR) 6zellikle bitki 1slahinda en faydali belirtegler
arasindadir (Demdoum, Mufioz, Delgado, Valderrabano ve Wiinsch, 2012). Korunga bitkisinde
yapilan molekiiler ¢aligmalar incelendiginde ise bu tiir calismalarin korungada 2000’11 yillardan
sonra basladig1 goriilmiistiir. Molekdiler ¢aligmalarin yani sira diinyada ve tilkemizde korunga
tiirlerinin morfolojik ve fenolojik yapilarini, tarimsal 6zelliklerini ortaya ¢ikarmaya yonelik pek

¢ok calisma yuriitilmiistir.

2.5.1. Morfolojik Calismalar

Ulkemizde simdiye kadar korunganin morfolojisi ile ilgili pek ¢ok ¢aligma yapilmustir.

Yapilan ¢alismalardan bazilar1 kronolojik bir siralama ile agsagida verilmistir.

Tuna (1994) tarafindan yapilan tez ¢aligmasinda tesadiif bloklar1 deneme desenine goére
4 tekrarlamali olarak korungada kuru ot, yesil ot, tohum verimi ve kuru madde orani gibi
ozellikler aragtirllmistir. Tekirdag kosullarinda yapilan bu ¢alismada en yiiksek kuru ot verimi
903,16 kg/da, en yiiksek yesil ot verimi 2918,5 kg/da ve en yiiksek tohum verimi 114,89 kg/da

olarak saptanmistir.

Unal ve Firincioglu (2002) tarafindan Orta Anadolu sartlarinda yapilan calismada 16
adet korunga popiilasyonu ana sap uzunlugu, ana sap kalinlig, bitki yayilma ¢api, ¢igeklenme
gilin sayisi, meyve baglama giin sayisi, yesil ot verimim gibi morfolojik, fenolojik ve tarimsal
Ozellikler bakimindan incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada incelenen tiim karakterler
bakimindan popiilasyonlar i¢i ve popiilasyonlar arasinda varyasyonun mevcut oldugu tespit

edilmistir.

Aygiin, Kara ve Cakal (2007) tarafindan Dogu Anadolu Bdlgesindeki meralardan

toplanan 16 korunga (Onobrychis sativa Lam.) popiilasyonu iizerinde yapilan ¢alismada yeni



cesit 1slahina kaynak olusturmak i¢in morfolojik, fenolojik ve bazi tarimsal 6zellikleri tizerinde
arastirma yapilmistir. Balabanli, Yiiksel ve Karadogan (2007) tarafindan yapilan ¢alismada

Isparta ilinden 6rneklenen korunganin bazi morfolojik ve tarimsal 6zellikleri belirlenmistir.

Avct (2010) tarafindan yapilan tez c¢alismasinda Tiirkiye florasinda dogal olarak
yetismekte olan 40 korunga tiiriiniin fenolojik, morfolojik ve tarimsal 6zelikleri belirlenmistir.
Toplanan korunga tiirlerinde vejetatif ve generatif karakterler karakterler degerlendirmeye
almmuistir. Incelenen karakterler seleksiyon diizeyinde karsilastirilmistir. Tiirler arasinda hem
fide doneminde hem de olgun donemde ¢ok yiiksek oranda varyasyon gézlenmistir. Bunun yani
sira olgun donemde elde edilen sonuglar ile tiirler arasinda fide doneminde elde edilen sonuglar

arasinda da yiiksek oranda farklilik ortaya ¢iktig1 bildirilmistir.

Cebeci (2011) tarafindan yapilan ¢alismada 20 farkli korunga popiilasyonu ilk
ciceklenme ve meyve baglama tarihi, antosiyan varligi, bitki boyu, ana dal sayisi, yaprak ve
yaprakeik biiyiikligi ve sekli, ana daldaki salkim sayisi, salkim boyu, salkimdaki ¢icek sayisi,
salkimdaki meyve sayisi, meyve iriligi ve sekli, bitki basina meyve verimi gibi morfolojik

Ozellikler bakimindan incelenmistir.

Hosaininejadmir, Jafari ve Nakhjavan (2011) tohum ve kuru madde verimi, verim ve
morfolojik zellikler arasindaki iliskileri incelemek amaciyla, iran’da 34 korunga popiilasyonu
icin tesadiif bloklar1 deneme deseni kullanilmistir. Incelenen karakterler arasinda tohum verimi,
kuru madde ve tohum verimi, bitki boyu, ¢igeklenme sayisi, ciceklenme uzunlugu, bitki
yogunlugu, ¢igeklenme tarihi, bin tane agirligi, saman verimi ve hasat indeksi yer almistir. Elde
edilen sonuglar tizerinde yapilan varyans analizi sonuglarina gore, c¢iceklenme sayisi,
ciceklenme uzunlugu disindaki tiim 6zellikler i¢in popiilasyonlar arasinda 6nemli farkliliklar

gostermistir.

Parlak, Gokkus, Samikiran ve Senol (2014) tarafindan yapilan ¢calismada Canakkale’de
dogal meralardan toplanan Onobrychis caput-galli, Onobrychis gracilis ve Onobrychis
oxyodonta tiirlerinin biyolojik ve morfolojik 6zellikleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Her tiirden
50 adet bitki 6rnegi alinmistir. 3 yabani korunga tiiriinde ¢ok yillik ve meyveleri dikensiz olan
O. oxyodonta mera 1slahinda kullanilabilecek timit vadeden bir tiir iken tek yillik olan O. caput-
galli tiiriin bir y1llik olmas1 ve meyvelerindeki dikensi ¢ikintilarin varligindan dolay1 mera 1slahi
caligmalar i¢in uygun bulunmamustir. Diger yandan ¢ok yillik ve dikensi ¢ikintilara sahip

meyveleri olan O. gracilis’in yetistiriciliginin zor oldugu bildirilmistir.


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Hosaininejadmir%2c+F.%22

Amirabadizadeh, Jafari ve Mahmoodzadeh (2015) tarafindan Iran’in kuzeydogusunda
yetisen alt1 tiir, iki alt tiir ve iki gesit ¢ok yillik korunga bitkisinde morfolojik, anatomik ve
palinolojik karakterler incelenmistir. Calisma sonucunda morfolojik karakterlerde galisilan
Ozelliklerde tiirler aras1 farkliliklar gézlenmistir. Cevresel kosullardan en az etkilenen 6zellik
anatomik ozellikler olarak saptanmistir. Palinolojik analizde ise, polen sekli prolate, perprolate

ve tricolpate olarak bulunmustur.

Cecen, Oten ve Erdurmus (2015)’un calismasinda Antalya dogal florasinda bulunan
farkli lokasyonlardan toplanan korunga tiirine ait 25 popiilasyonun morfolojik 6zellikleri
belirlenmeye calisilmistir. Gozlem degerlerine bakildiginda ¢i¢eklenme giin sayist 153-159
giin, fizyolojik olum giin sayis1 165-192 giin olarak belirlenmistir. Cigcek rengi mor-pembe
olarak gozlenmistir. Bitki boyu 29-98 cm olarak bulunmustur. Bin dane agirligi 20-29 g olarak
bulunmustur. Salkimda ¢igek sayist 12-38 adet arasinda, meyvede tane sayisi ise 2-3 adet
arasinda degismistir. Sonug olarak yapilan gézlemler dikkate alindiginda biiyiik 6l¢iide genetik

varyasyonun oldugu saptanmustir.

Bhattarai, Coulman, Beattie ve Biligetu (2018) tarafindan 21 farkli iilkeden toplanan 38
korunga aksesyonu tizerine fenotipik varyasyonu ve besin degerlerini degerlendirmek iizere bir
calisma yapilmistir. Varyans analizi sonucunda kisin hayatta kalma, kuru madde verimi, bin
tane agirligl, bitki boyu, biiyiime hizi, ¢igeklenme giinleri, ham protein orani i¢in korunga
aksesyonlar1 arasinda anlamli farkliliklar (p<0,05) oldugu go6zlemlenmistir. Korunga
aksesyonlarinda kuru madde verimi 74 ile 239 g/bitki, bitki boyu 37 ile 70 cm, kigin hayatta
kalma oran1 %20 ile %94 ve tohum verimi 5 ila 64 g/bitki arasinda degistigi bildirilmistir.

2.5.2. Genetik Karakterizasyon ve Cesitlilik Calismalar

Kidambi, Mahan, Matches, Burke ve Nunna (1990)’nin ¢alismasinda diinyanin farkl
bolgelerinden toplanan 17 Onobrychis tiirtinde ve O. viciifolia'nin ti¢ gesidinde esteraz enzimi
icin genetik polimorfizm arastirilmistir. Test edilen tiim materyallerde sirastyla EST1, EST2 ve
EST3 olarak belirtilen bolgelerin her birinde O ile 3, 3 ile 14 ve 1 ile 2 bant arasinda degisen
bant sayis1 gozlendigi ve ¢alisilan tiirlerde benzerlik oranimin %0 ile %79 arasinda degistigi

bildirilmistir.

Cocii (2008) tarafindan yapilan tez calismasinda korunga bitkisinde, Agrobacterium

tumefaciens ile gen aktarimi ve boceklere dayanikli transgenik bitkilerin elde edilmesine
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yonelik bir caligma yapilmigtir. Bakteri materyali olarak boceklere dayanikliligi kodlayan 11
CRY geni ve bir tane marker genleri tasiyan A. tumefaciens hatlar ile yapilan gen aktarim
caligmalar1 sonucunda kanamisin antibiyotigine dayanikli siirgiinler elde edilmistir. Sonugta

CRY genlerinin aktarilmasiyla 37 adet transgenik korunga bitkisi elde edilmistir.

Carbonero (2011)’nun caligmasinda 291 farkli korunga aksesyonu AFLP ve SSR
belirtegleri kullanilarak morfolojik ve molekiiler agidan arastirilmistir. Carbonero, Carbonero,
Smith ve Brown (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Onobrychis cinsine ait toplam 291
aksesyonda niiklear (ITS bolgesi) ve kloroplast (trnL-trnF) belirteglerini kullanarak filogenetik

karakterizasyon yapilmistir.

Akgelik, Avci, Uzun ve Sancak (2012) tarafindan Tirkiye’de endemik olan yayilis
gosteren 4 Onobrychis tiiriinde karyotip analizleri yapilmis, tiirlerin kromozom sayilar
belirlenmistir. O. tournefortii, O. hypargyrea ve O. gracilis tiirleri 2n=14 kromozom sayisina;

O. argyrea tiirii ise 2n=16 kromozom sayisina sahip bulunmustur.

Demdoum vd. (2012)’nin ¢alismasinda Medicago truncatula ve Glycine max (L.) tiirleri
icin gelistirilmis olan primerler arasindan secilen 27 EST-SSR lokusu ile 23 korunga
aksesyonunda genetik benzerlik calisilmistir. Calismada kullanilan 27 primerin 22’si
amplifikasyonda basarili olmustur. Polimorfizm oran1 %52 olarak tespit edilmistir. Primerlerin

polimorfik bilgi igerigi degerleri 0,45 ile 0,85 arasinda bulunmustur.

Ghanavatia, Nematpajooh, Chahli ve Chaeikar (2012) tarafindan yapilan galismada
[ran’da 5 farkli Onobrychis tiiriine ait 13 popiilasyon analiz edilmistir. Temel kromozom
sayilar1 diploid popiilasyonlar i¢cin n=7 ve n=8, tetraploid popiilasyonlar i¢in sadece n=8
bulunmustur. Calisma sonucunda kromozomal varyasyonun yiliksek oldugu sonucuna

ulasilmustir.

Nosrati, Feizi, Tarrah ve Haghighi (2012) tarafindan 5 RAPD primeri kullanilarak
ekolojik olarak farkli bolgelerden segilen 5 korunga popiilasyonunda stresli ve normal
ortamlarda yetisen popiilasyonlar arasindaki varyasyon seviyesi karsilagtirilmistir. Her
popiilasyondan 10 adet bitki secilmistir. Polimorfizm orami %66,67 ile %84,62 arasinda
bulunmustur. Calisma sonucunda ayni g¢evresel stres kosullar altinda olan 2 popiilasyonun

yiiksek oranda genetik benzerlik gosterdigi sonucuna ulasilmigtir.
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Toluei, Ranjbar, Wink ve Atri (2012)’nin calismasinda iran’da farkli cografi
bolgelerden toplanmis 8 O. viciifolia popiilasyonuna ait 40 6rnek segilmistir. Genetik cesitliligi
belirlemek ig¢in ISSR primerleri (ITS4 ve ITS5) ile PCR analizleri ve morfolojik karakterler
kullanilmistir. ANOVA kullanilarak yapilan analize gore O. viciifolia poptilasyonlar1 arasinda
morfolojik ozelliklerin tiimii i¢in 6nemli farkliliklar gozlenmistir. Bandara, Papini, Mosti,
Brown ve Smith (2013) tarafindan 41 korunga tiiriine ait 78 korunga aksesyonunda yapilan
calismada niiklear (ITS) ve kloroplast (matK) belirtegleri kullanilarak molekiiler filogenetik

analizler yapilmustir.

Okcu, Sengiil, Sunar ve Agar (2013)’in ¢alismasinda Erzurum’dan toplanan 5
Onobrychis tiiriinde 15 RAPD belirteci kullanilarak ve SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi) teknigi ile tiirler arasi varyasyon incelenmistir. Benzerlik
matrisine gore en diisiik genetik mesafe O. huetiana sub. bornmuelleri ve O. huetiana tiirleri
arasinda, en yiiksek genetik mesafe ise O. hajastana ve O. huetiana tiirleri arasinda

bulunmustur.

Rasouli, Jafari, Tabaei-Aghdaei, Shanjani ve Darvish (2013) tarafindan Iran’in cesitli
bolgelerinden 6rneklenen 36 korunga popiilasyonunda yapilan calismada genetik cesitliligi
belirlemek tizere 20 RAPD primeri denenmis, polimorfik olan 5 primer ¢alismada kullanilmak
tizere secilmistir. Kullanilan 5 primerden en yiiksek polimorfizm gosteren popiilasyon

Divandara (%80) iken en diisiik polimorfizm gosteren popiilasyon Aligodarz (%49) olmustur.

Zarrabian, Majidi ve Ehtemam (2013)’in ¢alismasinda, 80 korunga aksesyonunda
anatomik, morfolojik ve ISSR belirtecleri ile genetik c¢esitlilik belirlenmistir. Calismada
kullanilan 45 ISSR primerinden 22 ISSR primeri degerlendirmeye alinmis, toplam 275 bant
elde edilmistir. Calisma sonucunda genetik ¢esitliligin biiyiik ¢ogunlugunun aksesyonlar
arasinda oldugu saptanmistir. Cografik gruplara bakildiginda Asya ile Dogu Avrupa’nin tiiriin

ana cesitlilik merkezinin olabilecegi rapor edilmistir.

Avci, Ilhan, Erayman ve Sancak (2014)in ¢alismasinda Tiirkiye’'nin farkli
bolgelerinden toplanan 58 Onobrychis taksonu arasindaki genetik gesitliligi belirlemek igin
SSR belirtegleri kullanilmigtir. Toplamda 95 SSR primeri denenmis, ¢alisma i¢in 18’1 uygun
bulunmustur. Calisma sonucunda 79 lokus goézlenmis, en yiiksek lokus sayisi BM175 ve
MTIC84 primerlerinden elde edilmistir. En yiiksek genetik ¢esitliligin O. argyrea Boiss. subsp
argyrea Boiss. tlirtinde, en diisiik genetik ¢esitliligin O. cornuta (L.) Desv. tiirlinde oldugu rapor
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edilmistir. Kar, Ghanavati, Naghavi, Amirabadi-zade ve Rabiee (2014), niiklear ribosomal
DNA (ITS bolgesi) ve plastid trnL-trnF DNA belirtegleri ile 73 Onobrychis tiiriinde molekiiler

filogenetik caligmalar yapmustir.

Kempf vd. (2015)’nin calismasinda 3 korunga popiilasyonunda yapay ve dogal
dollenme yapilarak bireyler elde edilmis, ilk defa molekiiler tabanli belirtegler (4 SRAP primeri
ve 2 SSR primeri) kullanilarak kendine déllenmenin sonuglar1 ve bitki morfolojisine etkisi
arastirtlmistir. Calisma sonucunda SRAP belirtegleri ile kendine dollenmis veya yabanci

dollenmis bireylerin ayirt edilebilecegi belirlenmis, SSR belirtegleri bu sonucu desteklemistir.

Zarrabian ve Majidi (2015)’nin ¢aligmasinda 102 korunga aksesyonunda 22 ISSR
primeri kullanilarak tiirler arasi ve tiir i¢i genetik benzerlik arastirilmistir. Calismada kullanilan
primerlerden 243 bant elde edilmis, polimorfizm oran1 %96,7 olarak bulunmustur. Polimorfik
bilgi igerigi 0,34 ile 0,47 arasinda hesaplanmistir. Benzerlik matrisine gére O. viciifolia’nin O.
altissima (0,59), O. inermis (0,58), O. transcaucasica (0,56) ve O. arenaria (0,52) tiirlerinin

her birine yiiksek genetik benzerlik gosterdigi sonucuna ulagilmistir.

Irani, Mirlohi, Majidi ve Talebi (2015)’nin c¢alismasinda, 22 farkli korunga
aksesyonunda SSR belirtegleri ile analizler yapilmis, elde edilen PIC degerinin 0,20-0,43
arasinda degistigi (ortalama 0,33) tespit edilmistir. Calismada yapilan AMOVA sonucunda
genetik cgesitliligin %69,5 oraninda popiilasyon iginde oldugu saptanmistir. Nosrati, Feizi,
Latifian ve Haghighi (2016) ’nin calismasinda dort ISSR primeri kullanilarak Dogu Azerbaycan
ve Iran yabani korunga popiilasyonlar1 arasindaki ekocografik varyasyon incelenmistir.

Calisma sonuclarina gore polimorfik ISSR lokuslarinin %38,75 ile % 61,25 arasinda degistigi

saptanmistir.

Kempf, Mora-Ortiz, Smith, Kolliker ve Skot (2016) tarafindan yapilan ¢alismada
genetik ¢esitliligi belirlemek i¢in 32 ayr1 korunga bitkisi se¢ilmistir. O. viciifolia transkriptom
verisinden tasarlanan toplam 400 SSR primeri kullanilarak amplifikasyon varligi test edilmistir.
Calismada kullanilan SSR belirtegleri yiiksek derecede polimorfizm gostermistir. 400 SSR
primerinden 101’1 korunga bireyleri arasinda giivenilir bir sekilde polimorfizmi saptamak
amaciyla uygun bulunmustur. Toplamda, 101 lokusta 1154 allel bulunmus ve SSR basma
ortalama allel sayis1 11,4 olarak bildirilmistir. 250 allel bireylere 6zgii (private) allel olarak
bulunmustur. Ortalama PIC degeri 0,14-0,36 arasinda hesaplanmistir. Bu 1154 allel arasinda,
sadece bes lokus (OVKO042, OVK172, OVMO031, OVMO072 ve OVM100) polimorfik
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bulunmamistir. 32 bireyde sadece iki allel ile OVKO042 en diisiik allel sayisina sahipken,
OVK158 ise 24 allel ile en yiiksek allel sayisina sahip bulunmustur.

Bhattarai, Coulman, Fu, Beattie ve Biligetu (2017) tarafindan yapilan ¢alismada 21
iilkeden toplanan 38 korunga popiilasyonu i¢in 5 AFLP primeri kullanilarak genetik ¢esitlilik
belirlenmeye calisilmistir. Elde edilen verilere gére polimorfik bilgi igeriginin (PIC) 0,129 ile

e

0,186 arasinda degistigi sonucuna ulasilmistir.

Sedeh (2017) tarafindan yapilan ¢alismada diinyadaki farkli bolgelerden toplanan 5
korunga popiilasyonunda genetik ¢esitliligi belirlemek icin yiiksek polimorfizm orani igeren 22
¢ift SSR ve EST-SSR belirteci kullanilmistir. Calismada kullanilan belirteglerin  PIC
(polimorfizm bilgi igerigi) degerleri 0,2 ile 0,43 arasinda (ortalama 0,33) bulunmustur.

Ozkan ve Bilgen (2019) tarafindan Ozerbey ve Liitfiibey isimli tescilli yerel 2 korunga
cesidi ve yurtdisi (Pleven popiilasyonu) ve yurti¢ci kaynakli (Kirsehir-1 ve Kirsehir-2
popiilasyonlar1) 3 farkli korunga popiilasyonunda 10 SSR belirteci kullanilarak genetik
karakterizasyon ¢aligmasi yapilmistir. Calisilan 5 korunga popiilasyonu tek bir grup olarak
degerlendirildiginde 10 SSR lokusunun hepsi polimorfik olarak saptanmis varyasyonun biiyiik
oranda (%92) popiilasyonlar igerisinde oldugu, popiilasyonlar arasi gesitliligin diisiik oldugu
(%8) gozlenmistir. Sonug olarak SSR primerlerinin ortalama polimorfizm degerinin 0,210

oldugu bildirilmistir (Ozkan, 2017).

Shen vd. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada korunga bitkisinde genetik ¢esitliligi
analiz etmek icin BatchPrimer3 yazilimi kullanilarak 2,469 EST-SSR primer c¢ifti
tasarlanmistir. Toplamda 5 popiilasyon, her popiilasyondan ise 40 bitki analiz igin se¢ilmistir.
Tasarlanan primerlerden rastgele 200 primer ¢ifti se¢ilmis, bunlardan 61 primer ¢ifti nispeten
yiiksek derecede polimorfizm gostermis olup genetik cesitliligi analiz etmek {izere
kullanilmistir. Calismada toplamda 459 allel bulunmus, lokus basina allel sayist 3 ile 12
arasinda degismistir. Sonu¢ olarak 61 EST-SSR belirteci basarili bir sekilde gelistirilmis,
popiilasyonlar arasi genetik calismalar i¢in faydali oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica
kullanilan EST-SSR belirteglerinin korunga bireylerinin ototetraploid oldugunu destekledigi

rapor edilmistir.
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2.5.3. Korunga Islah Calismalar

Ulkemizde bitki 1slahi ile ilgili ilk calismalar 1926 yilinda tohum 1slahi istasyonlarinin
kurulmasiyla baslamistir. 1950 yilina kadar genellikle serin iklim tahillar1 {izerinde ¢esit
gelistirme ve tohumluk tiretim ¢alismalariyla sinirli kalmistir. Cayir-Mera ve Yem Bitkileri
Subesi'nin kurulmasi ile 1952 yilinda yem bitkileri tariminin gelistirilmesine yonelik caligmalar
hiz kazanmistir. Bu yildan itibaren yem bitkileri adaptasyon caligsmalar1 yapilirken, diger
yandan c¢ift¢ilere iicretsiz yem bitkisi tohumlar1 dagitilarak tiretim tesvik edilmesi saglanmustir.
Yem bitkileri 1slah1 faaliyetleri agirlikli olarak iilkemizdeki kamu kurumlari tarafindan
yapilmakla birlikte, son yillarda 6zel tohum sirketleri gesitli gelistirme agisindan hizli bir

ilerleme kaydetmistir (Avci, 2013).

Diinyada ve lilkemizde ¢ok sayida yem bitkisinin tarimi yapilmaktadir. Cok yillik
bitkiler ¢ayir mera ve yem bitkileri tariminda daha 6nemli bir yere sahiptir. Cok yillik kisa
omiirlii bir tiir olan korunga yem bitkileri i¢inde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Ulkemiz
korunga bitkisinin orjinlendigi cografi bolge igerisinde yer almaktadir. Bu nedenle yiiksek bir
cesitlilige sahiptir. Ulkemiz kaynakli bu genis dogal varyasyona sahip korunga genetik
kaynaklar1 korunga 1slahi acisindan son derece biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu varyasyondan
yararlanilarak hizli bir sekilde farkli 6zellikler ve kullanim amaglari igin iistiin performanslh
yeni korunga gesitleri gelistirmek miimkiindiir. Ancak tilkemiz de yem bitkilerinin krali olarak
taninan korunga bitkisi tizerinde bu giine kadar yeterli 1slah ¢aligmasi maalesef yapilamamuigtir

(Anonim, 2019b).

Islah ¢aligmalarinin temel amaci uzun omiirlii, verim ve Kalitesi yiiksek, biyotik ve
abiyotik stres kosullarima dayanikli gesitlerin gelistirilmesidir. Bu baglamda, Tiirkiye’de
korunga bitkisinde 1slah edilmis 2 ¢esit bulunmaktadir. Birincisi Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi, Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan 2003 yilinda tescil edilmis
olan Ozerbey-03 cesididir. 1975 yilinda baslatilan korunga islah ¢alismalari neticesinde
Tiirkiye’nin ilk korunga ¢esidi Ozerbey-03 olarak tescil edilmistir. Fide dénemi disinda soguga
ve kuraga oldukca dayanikli olan Ozerbey-03 I¢ Anadolu bolgesi ve benzeri lokasyonlarda
tavsiye edilir. Tkinci gesit ise Dogu Anadolu Tarmmsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 2005
yilinda 1slah edilmis Liitfiilbey isimli ¢esittir. Cesidin 6nemli 6zellikleri arasinda bi¢gimden
sonraki gelismesinin 1yl olmasi, soguga ve kuraga toleransinin yiiksek olmasi, hastalik ve
zararlilara dayanikli olmasi sayilabilir. Dogu Anadolu Bdlgesi ve benzeri lokasyonlarda

Onerilen bir ¢esittir (Anonim, 2019d).
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Yildiz (2014) tarafindan yapilan ‘Farkli korunga (Onobrychis viciifolia Scop.)
ekotiplerinin tuza toleransinin belirlenmesi ve in vitro mutagenesis teknigi araciligiyla yeni
korunga hatlarinin gelistirilmesi’ isimli proje ¢alismasinda tuza tolerans yoniinden aday 49 bitki

belirlenmis ve bu bitkiler tizerinde ¢aligmalar yiiriitiilmstir.

Ko¢ ve Akdeniz (2017) tarafindan yapilan calismada Tarim Isletmeleri Genel
Miidiirliigii (TIGEM) Altiova ve Gozlii tarim isletmelerinde 1slah edilen korunga cesitlerinin
diger korunga cesitleri (Kog 1461, Emre, Yunus, Fatih, Mchmetalibey ve Hilal) ve standart
cesitler (Ozerbey ve Liitfiibey) ile verim ve bazi tarimsal 6zellikleri acisindan 2014 ve 2015
yillarinda karsilastirilmasi yapilmistir. Calismada tesadiif bloklari deneme desenine gore 4
tekrarlamali olarak iki ayr1 bolgede denemeler yiiriitiilmiistiir. Calisma sonucunda ¢esitlerin
verim ve bazi tarimsal 6zelliklerinin yillara ve lokasyonlara bagh olarak degisim gosterdigi

bildirilmistir.

Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Metin TUNA’nin yiirtitiiciiliiglinii yaptig1 “Genis dogal varyasyona sahip
korunga (Onobrychis Miller) genetik kaynak koleksiyonunun yeni sitogenetik yontemler ile
karakterizasyonu ve Trakya bolgesine uygun gesitlerin gelistirilmesinde kullanimi1” isimli
TUBITAK projesi iilkemizde korunga 1slah calismalarina énemli katkilar saglamis ve 2019
yilinda sonuglandirilmigtir. Bu baglamda projeden elde edilen veriler 15181inda korunga 1slahi ile

ilgili calismalar tiniversitemizde devam etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Caliymada Kullanilan Bitki Materyali

Bu tez calismasinda bitki materyali olarak kullanilan 83 adet korunga hatti Cizelge
3.1°de gosterilmistir. Calismada kullanilacak korunga hatlarina ait yaprak numuneleri Prof. Dr.
Metin TUNA tarafindan kurulan deneme alanindan 2018 yili mayis ve haziran aylar1 a-rasinda
toplanmistir. Toplanan yaprak numuneleri hat isimleri ile etiketlenmis 2 ml santrifiij tiiplerinde

muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan korunga aksesyonlari

Ornek kodu | Aksesyon No Tiir ad1

1 205200-2 0. viciifolia
2 280872 Bilinmiyor
3 186520 0. viciifolia
4 192995 O. viciifolia
7 206458 O. viciifolia-CPI 63764-Turkey
8 206459-3 O. viciifolia-CPl 63765-Turkey
9 228289 0. viciifolia
10 236486-1 0. viciifolia
11 250024 0. viciifolia
12 273784 O. viciifolia
13 273785-1 O. viciifolia
14 273789 O. viciifolia
16 318606 0. viciifolia
17 372830 0. viciifolia
18 600767 0. viciifolia
19 312910 0. arenaria-SANDY 1251-Former Soviet Union
20 372803 O. arenaria-HIBRID 12-Central Bohemia, Czech
22 372830 O. viciifolia
23 372833 0. viciifolia
24 313053 0. viciifolia
25 192994 0. viciifolia
26 639688 O. viciifolia
27 258776 0. viciifolia

28 9 313046 O. viciifolia
31 171725 0. viciifolia
32 206459-2 0. viciifolia
33 228352 0. viciifolia
34 273788 0. viciifolia
35 273791 0. viciifolia
37 316296-1 0. viciifolia
38 313064 0. viciifolia
39 206702 O. caput-galli-Turkey
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Cizelge 3.1. (devam)

Ornek kodu | Aksesyon No Tiir adi
40 O. arenaria
41 312949-2 O. arenaria subs. arenaria
42 312972 O. arenaria subsp. arenaria-Former Soviet Union
43 204594 0. viciifolia
44 110400 0. viciifolia-CPIl 63749-Former Soviet Union
45 167236 0. viciifolia
46 171726 O. viciifolia-Turkey
47 110404 0. viciifolia-Former Soviet Union
48 312907 0. altissima
49 312956-2 0. arenaria subs. arenaria
50 284124 O. biebersteinii-CPl 23313-Hungary
52 312956-1 0. arenaria subs. arenaria
53 312954 0. arenaria subs. arenaria
54 312927 0. arenaria-GSSYK-HULSK-Former Soviet Union
55 312960 0. arenaria subs. arenaria
57 312832-2 0. caput-galli-1153-Turkey
58 557460 O. crista-galli-WJK 19-Syria
59 312940 O. inermis
60 561107 0. viciifolia
61 372835 0. viciifolia
62 372834-1 0. viciifolia
63 372834-2 0. viciifolia
64 372834-3 0. viciifolia
65 372831 O. viciifolia-GERMANSKIJ-Central Bohemia, Czech
66 372829 O. viciifolia
67 318603-2 O. viciifolia
68 316296-2 O. viciifolia
69 313605 Bilinmiyor
70 313062 0. viciifolia-ARTEMOVSK-Former Soviet Union
71 313061 0. viciifolia-POLTAVA 553-Former Soviet Union
72 313055 0. viciifolia-CPIl 63837-Former Soviet Union
73 273789-2 O. viciifolia
76 258776 O. viciifolia
77 236486-2 O. viciifolia
78 229612 0. viciifolia
79 206459-3 0. viciifolia
81 200872 0. viciifolia
115 205201 0. viciifolia
121 206459 O. viciifolia
122 182247 O. viciifolia
123 239957 0. viciifolia
129 273788 O. viciifolia
130 338651 0. viciifolia
Eyiip Yabani
S1 Lokal varyete
S1 16 Lokal varyete
S4 8 Lokal varyete
S4 20 Lokal varyete
S4 21 Lokal varyete
S5 23 Lokal varyete
Y Yabani
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3.2. Ornek Toplama ve Genomik DNA izolasyonu

Bitkilerden genomik DNA izolasyonunda kullanilan bir¢ok farkli protokol mevcuttur.
Ancak farkl bitkilerin kimyasal igerikleri de birbirlerinden farkli oldugu i¢in birbirine yakin
olan tiirler igin bile 6zel genomik DNA izolasyon yontemleri gerekebilmektedir. Bu tez
calismasinda DNA izolasyonu optimizasyonlari sonucunda miktar ve kalite bakimindan en iyi
olan, PCR analizlerinde istenilen kalitede sonug veren DNA 6rnegi Doyle Doyle (1990) metodu
kullanilarak elde edildiginden Doyle Doyle (1990) metodu kullanilmistir.

Arastirmada DNA ekstraksiyon kaynagi olarak her bir korunga hattindan saglikli, geng
ve taze yapraklar kullanilmigtir. Homojenizasyon islemi i¢in her bir 2 ml’lik tiipe kolayca
ezilebilmeleri i¢in bistiiri ile pargalanan 3-4 adet yaprak drnegi yerlestirilmis, 2 adet 2 mm’lik
metal bilye ilave edilmistir. Ornekler Retsch® MM400 model titresimli homojenizatdr cihazi
yardimiyla par¢alanmistir. Homojenizasyon siiresi ortalama 3 dk ve titresim frekans1 30 olarak

ayarlanmustir. Iyice parcalanan yaprak &rnekleri bilyeler alindiktan sonra DNA izolasyonuna

hazir hale getirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Korunga yapraklarinin Retsch® MM400 model vibrasyonlu homojenizatér ile
parcalanmasi

19



DNA izolasyonunda yararlanilan protokol basamaklari agagidaki gibidir:

1.

10.
11.

Iyice ezilen taze yaprak drneklerinin iizerine 700 ul énceden 65 °C 1sitilmis dziitleme
tamponu (200 MM TRIS-HCI, 50 mM EDTA, 2 M NaCl, 10 mM B-Mercaptoethanol
%2 CTAB, pH:8) ilave edilmistir.

Her bir tiipe 0,025 gr PVP eklenerek iyice vortekslendikten sonra calkalayicili 1siticil
blokta 65 °C’de 1 saat 1.000 rpm’de inkiibe edilmistir.

Orneklerin her birine 350 pl 5 M potasyum asetat eklenmis, hafifce ¢alkalanmis, buzlu
kapta +4 °C’de 20 dk bekletilmistir.

13.000 rpm’de sogutmali santrifiijde 20 dk santrifiij edilmistir.

Ustteki s1vi kistm (siipernatant) steril 2 m1’lik santrifiij tiiplerine aktarilmgtir.

Tiiplerin her birine esit hacimde Choloroform: Isoamylalcohol (24:1) eklenmis ve 15
dk vortekslenmistir.

10.000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.

Ustteki stvi kistm steril 2 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

Tiiplerin her birine Choloroform: Isoamylalcohol (24:1) eklenmis ve 15 dk
vortekslenmistir.

10.000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.

Ustteki s1v1 kisim steril 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmis, iizerine 12 ul sodyum

asetat eklenmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Ustteki sivi kismun steril 1,5 mlI’lik santrifiij tiiplerine aktarilmasi

12.
13.
14.

Her bir 6rnege 800 pl soguk isopropanol eklenmis -20 °C’de gece boyu bekletilmistir.
13.000 rpm’de sogutmali santrifiijde 15 dk santrifiij edilmistir.
Ust kisim dékiilerek pellet bir miktar kurumaya birakilmistir.
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15. Yavascga yerinden hareket ettirilen pellet tizerine 1.000 pl soguk %70’lik ethanol
eklenmis, 13.000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.

16. Ust kisim dokiilerek pellet bir miktar kurumaya birakilmistir.

17. Yavasga yerinden hareket ettirilen pellet {izerine 1.000 pl soguk %70’lik ethanol
eklenmis, 13.000 rpm’de sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir.

18. Ust kisim dikkatlice dékiilerek alkoliin iyice u¢mas icin tiipler ters gevrilerek pellet
kurumaya birakilmustir.

19. Her bir 6rnege 100 ul TE tamponu (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, pH:8) eklenmis
37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

20. DNA ornekleri PCR islemleri gerceklesinceye kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Izole Edilen DNA Orneklerinde Kalite ve Miktar Tayini

Genomik DNA’nin safligini  daha kesin sayisal ifadelerle belirlemek igin
spektrofotometre (Nanodrop ® 1000) ile absorbans ( UV 1sik altinda A260 nm / A280 nm ve
A260 nm / A230 nm ) degerleri 6l¢iilmiis, saflig1 ve miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.3). DNA
orneklerinin  Ol¢iimleri Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisit Molekiiler Genetik
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Yapilan dl¢iimler sonucunda dlgiilen DNA miktari, 41,13
ng/ul ile 3441,01 ng/ul arasinda degismekte 260/280 nm absorbans degerleri ise 1,49 ile 2,18
arasinda bulunmustur (Cizelge 3.2). DNA o6l¢timleri sonucunda DNA miktari 50 ng/ul’den
fazla olan orneklere dH20 ilave edilerek her bir 6rnek 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilmigtir.

DNA miktar1 50 ng/pl’den az olan 6rneklerde herhangi bir sulandirma yapilmamustir.

I Nucleic Acids =] ® 8
File Edt Help

Re-blank | Print Screen 1 Measurement compléete 31.01.2019 1341
Measure Eoit
Blank Print Report | Show Report User Default
- Overlay control  Clear graph each Sample |« Sample Type DNASO ]
5.00-/\
450+ h 4 Sample ID K13
400~
8 3s0-
8
i 3.00- Semple# 20
2
2 2507 230 &lom  Abs 4663
£ 2004
2 150 A26010mmpath 4842
1,00- A28010mmpath  2.822
050~ 2607280 1.72
000
2600230 104
0577, ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm ng/uL 2421

381 BHESS 015128724

Sekil 3.3. Nanodrop® 1000 spektrofotometre ile miktar ve kalitesi 6l¢iilmiis DNA 6rnegi
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Cizelge 3.2. Korunga genomik DNA 6rneklerinin miktar ve kalite 6l¢iim sonuglari

Ornek | DNA miktar: P Ornek | DNA miktar —
kodu (ng/ul) kodu (ng/ul)

1 73,64 1,86 52 57,81 1,77
2 171,37 1,84 53 405,49 2,09
3 78,41 19 54 106,05 1,94
4 235,04 19 55 131,44 2,08
7 107,93 1,84 57 144 1,8
8 144,62 1,82 58 229,3 2,05
9 615,01 1,83 59 178,61 1,87
10 224,72 1,99 60 717,98 2
11 105,16 2,07 61 157,61 1,99
12 264,66 1,89 62 83,06 1,85
13 251,59 1,72 63 317,5 1,93
14 475,55 1,49 64 127,03 1,97
16 41,13 1,81 65 92,1 2,09
17 111,17 1,93 66 708,55 2,14
18 172,96 1,74 67 133,77 2,06
19 154,78 19 68 122,62 2,12
20 129,77 1,88 69 105,4 1,84
22 221,12 1,77 70 593,09 1,82
23 74,85 1,91 71 118,53 2,12
24 51,1 1,95 72 201,42 1,92
25 139,86 1,84 73 131,55 1,8
26 1110,05 1,59 76 88,91 2,13
27 160,39 1,81 77 144,17 1,96
31 159,47 1,84 78 305,08 1,78
32 96,8 1,89 79 479,15 1,72
33 114,6 1,91 81 251,87 1,99
34 92,69 2,04 115 136,42 1,87
35 110,52 1,84 121 148,84 2,01
37 95,95 1,95 122 150,58 2,01
38 141,66 1,8 123 177,39 2,12
39 134,14 1,97 129 76,02 2,1
40 170,84 1,56 130 213,46 1,49
41 206,29 1,92 28 9 152,72 2,05
42 57,41 197 | Eyip 817,56 1,97
43 3441,01 1,61 S1 88,92 2,07
44 160,72 1,87 S1 16 77,68 1,89
45 122,76 2,04 S4 20 142,83 1,92
46 97,65 1,88 S4 21 99,36 1,78
47 189,88 1,95 S4 8 95,92 1,73
48 136,75 2,18 S5 23 163,18 1,95
49 249,19 2,08 Y 142,13 1,86
50 145,89 1,97
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3.4. Caismada Kullanilan SSR Primerleri, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Analizleri ve Elektroforez

izole edilen korunga genomik DNA’sma o6zgii SSR primerleri kullanilarak SSR
lokuslarmin ¢ogaltilmasi saglanmistir. Kempf vd. (2016)’nin ¢alismasinda korungaya 6zgii
gelistirilen SSR primerlerinden segilen 101 SSR primerinin korunga bireyleri arasinda giivenilir
bir sekilde polimorfizmi saptadigi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda da 101 SSR primeri
igerisinden korungaya 0Ozgii 10 SSR primer cifti calisilmak iizere secilmistir. Bu tez
calismasinda maliyeti daha diisiik olmasi nedeniyle kullanilacak SSR lokuslarinin analizlerinde
Schuelke (2000) tarafindan tasarlanan M 13 isaretleme yontemi kullanilmistir. Schuelke (2000)
tarafindan tasarlanan bu yontem SSR’larin analizi i¢in floresan primer etiketleme maliyeti,
etiketlenmemis bir primer sentezinden genellikle 6-7 kat daha pahali olmasindan dolay1
calismalarin daha ekonomik olmasi amaciyla gelistirilmistir. Calismada kullanilan SSR

lokuslarinin PCR ile gogaltilabilmesi i¢in Cizelge 3.3’de verilen primer setleri kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilmak {izere belirlenen SSR primerlerine ait bilgiler

Primer Adi | Primer Dizisi (Sekansi) 5' > 3' T@ﬁ[ﬁf
M13-FAM | 5-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (AGGT)s
OVKO036-F | 5 TGTAAAACGACGGCCAGTGTGTTAAAGGGGTGAAAACAT-3"

OVKO036-R | 5 CATTTTGACAAACCAGTATCC 3’

M13-VIC 5-VIC- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (TTGCG)s
OVKO094-F | 5 TGTAAAACGACGGCCAGTACCGATCTTAGGATAGATGGA 3'

OVKO094-R | 5 ACTTTTGGTTGCTTAGTCGAT 3°

M13-NED | 5-NED- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (CATTT)s
OVK125-F | 5 TGTAAAACGACGGCCAGTAAATTTAAGCACCGGAATAAC-3"

OVK125-R | 5 AAAGCAAAAGGGCTACTAAAG 3’

M13-FAM | 5°-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (CTC)s
OVMO033-F | TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGCTTATTTGGTTAACAG-3'

OVMO033R | 5 ATACTATTTCCCATGCCTACC 3’

M13-FAM | 5°-FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (TTCC)s
OVK161-F | TGTAAAACGACGGCCAGTAAAGCTTTCTACACGTTGGTA-3'

OVK161-R | 5 TGGGTTTTTACACTCTGTGAT 3’

M13-PET | 5°-PET- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (AAATT)s
OVMI125-F | S TGTAAAACGACGGCCAGTATTCTTTCAACAAGCAAGTGA-3"

OVM125-R | 5 CTGCAATTCCATCCTATTTTA 3’

M13-VIC 5-VIC- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (AGTG)s
OVKO046-F | TGTAAAACGACGGCCAGTTCAACCACATTATAAAACCTCA-3"

OVKO046-R | 5 CGCGAAATCATAGTTCACTT 3’

M13-NED | 5-NED- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (GTA)s
OVKO061-F | ¥ TGTAAAACGACGGCCAGTTTAACACACGTACGTACCACA-3"

OVMO61-R | 5 TTTGTCGTTGATCGTTAAGTT 3’

M13-PET | 5°-PET- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (GGCCC)s
OVK174-F | TGTAAAACGACGGCCAGTACATGATCGTGAATATGAAGC-3'

OVK174-R | 5> CAGCAGCAATCAATATATCATC 3°

M13-PET | 5°-PET- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’ (CTAA)
OVK101-F | ¥ TGTAAAACGACGGCCAGTGTTGAGTTTCAGACACAGAGC-3'

OVK101-R | 5> AATAGCTCCCACAATAACTCC 3’
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Yapilan tez ¢aligmasinda, SSR primerleri i¢in laboratuvar kosullarimiza uygun gerekli
optimizasyonlar yapilmigtir. PCR analizi i¢in optimize edilen reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.4’de

gosterilmistir. Optimize edilmis PCR kosullarina ait bilgiler ise Cizelge 3.5’de gosterilmistir.

PCR reaksiyonu toplam 15 ul hacimde yapilmis, 0,2 ml PCR tiiplerine her bir DNA
orneginden 2 pl (yaklasik 100 ng) koyulmus ardindan PCR igin gerekli karigim (master mix)
hazirlanmistir. Hedef DNA disinda tiim maddeler reaksiyon sayisina gore yeterli olacak
miktarda tek bir tiipte karistirilmistir. Hazirlanan karisim vortekslenerek iyice karistirildiktan
sonra her bir tiipe 13 pl olacak sekilde dagitilmistir. DNA amplifikasyonlarinda Applied
Biosystems® Veriti® Thermal Cycler ve Applied Biosystems® Proflex™ PCR System
Thermal Cycler cihazlar1 kullanilmistir (Sekil 3.4).

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan optimize edilmis PCR kosullarina ait bilgiler

PCR Karisim Son Konsantrasyon
10X PCR Tamponu 1X

MgCl2 2mM

dNTPler 0,2 mM

M13 Primer 3 pmol
Ileri (F) Primer 1 pmol
Geri (R) Primer 3 pmol
Taq DNA Polimeraz 15U
DNA 100 ng

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan optimize edilmis PCR ddngiilerine ait bilgiler

Basamak Sicakhik Siire ];g;lgs':

1 94 °C 5 dk 1
94 °C 30 sn

2 56 °C 45 sn 30
72 °C 45 sn
94 °C 30 sn

3 53°C 45 sn 10
72 °C 45 sn

4 72 °C 10 dk 1

5 4°C Bekleme
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Sekil 3.4. Thermal cycler cihazlarinda DNA amplifikasyonlar1 ve elektroforez

PCR teknigi ile ¢cogaltilan DNA’lar elektroforezde goriintiileme islemi yapilana kadar,
aliminyum folyo ile kaplanarak +4 °C’de muhafaza edilmistir. Bantlarin istenilen bolgede ve
kalitede olup olmadigi anlamak i¢in PCR {irlinleri 6X jel yiikleme boyasi (2ul) ile karigtirilmis
ve RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (1,8 ul) igeren %1,5’luk agaroz jelde 1X TBE
(Tris-Borat-EDTA) tamponunda 90 voltta yaklagik 1 saat yiiriitilmiistiir. RedSafe ile boyanan
bantlar UV 151k altinda Gel Imaning System Vilber Lourmat Quantum STS5 ile gériintiilenmistir.

Elde edilen PCR iiriinlerinin DNA parca (fragment) biyiiklikleri hizmet alimi ile
belirlenmistir. DNA par¢a analizinde PCR iirlinlerinin biiyiikliigiinii belirlemek i¢in 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Life Technologies,UK) cihazi ve biiyiikliik standardi
olarak GeneScan 500 LIZ kullanilmistir. Calisilan korunga aksesyonlarina ait 6rneklerden
fragment analizlerinin sonuglar1 laboratuvarimizda GeneMapper Software 5.0 (Applied
Biosystems) programi kullanilarak degerlendirilmis ve her bir SSR primerinin olusturdugu

parcalarin (fragmentlerin) baz biiytikliikleri belirlenmistir.

3.5. Verilerin istatiksel Analizi

Calisilan SSR lokuslarinin polimorfizm oranmnin belirlenmesinde kullanilan biitiin
ornekler birlikte degerlendirilip en az iki allel igeren mikrosatellit bolgesi polimorfik lokus
olarak belirlenmistir. Polimorfik lokuslar ikiden daha fazla allele sahip lokuslardir. Istatistiksel
analizlerde polimorfik lokuslar ve polimorfizm yiizdeleri, polimorfik lokuslarda gozlenen allel
sayist (NoA), Nei (1987)’nin tarafsiz genetik c¢esitlilik degeri (uh) ve Shannon sabiti (1)
hesaplanmistir. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) lokuslarin allelik gesitliligini 6lgen, kullanilan
primerlerin polimorfizmi hakkinda bilgi veren ve primerin etkinlik derecesini ifade eden bir

parametredir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan bireylerdeki 10 SSR lokusunun her biri i¢in PIC

25



degeri Roldan-Ruiz, Dendauw, Van Bockstaele, Depicker ve De Loose (2000) ‘un formiiliine

gore hesaplanmustir.

Her bir 6rnek icin DNA par¢a analizi sonucu biiyiikliikleri belirlenen allellerin
gbzlenmesi durumunda allel var (1) veya gozlenmemesi durumunda allel yok (0) seklinde

skorlanarak istatistiki analizler yapilmustir.

Istatistiki degerlerin hesaplanmasinda ve uygun veri analizlerinin yapilmasinda
GenAlEx [(Version 6.5) (http://biologyassets.anu.edu.au/GenAlEx/Download.html)] (Peakall
ve Smouse 2006) istatistik yazilim programindan yararlanilmistir. Elde edilen sonuglarin daha
net bir sekilde ortaya konulabilmesi i¢cin Nei’nin genetik mesafe kat sayis1 ve hatlarin genetik
uzakliklarimi gosteren UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Average)
kiimelendirme yontemi kullanilarak dendrogram olusturulmustur (Sneath ve Sokal, 1973; Isik,
Semiz ve Kurt, 2005). Dendrogramin olusturulmasinda POPULATIONS 1.2.32 (Population
Genetic Software) (Langella, 1999) ve TreeView 1.6.6 (Page, 1996) programindan

yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrosatellit (SSR) Primerlerine ait Allellerin Belirlenmesi

Tez calismasi kapsaminda caligilan bazi 6rneklere ait PCR analizleri sonucu elde edilen

tiriinlerin %1,5’luk agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3 de verilmistir.
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Sekil 4.1. OVM125, OVK094, OVK174 ve OVKO046 primerlerine ait PCR {iriinlerinin
%1,5’luk agaroz jel goriintiileri
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Sekil 4.2. OVMO061, OVK101 ve OVK161 primerlerine ait PCR {irtinlerinin %1,5’luk agaroz
jel goriintiileri
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Sekil 4.3. OVK036, OVK125 ve OVMO033 primerlerine ait PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz
jel gortintiileri

Bu tez ¢alismasinda 83 korunga hattinin her birinin ¢alisilan SSR lokuslarinda sahip
oldugu alleller belirlenmis ve bu allellerin frekanslar1 ayr1 ayr1 hesaplanmistir (Cizelge 4.1).
SSR analizlerinde kullanilan her bir primer bir lokus ve her bir primerin ¢ogalttig1 farkl
niikleotid uzunlugundaki DNA pargcalari tek bir allel olarak degerlendirilmistir. Cizelge 4.1°de
calisilan 83 korunga hattina ait 10 SSR lokusunda (OVKO036, OVK046, OVK094, OVK101,
OVK125, OVK161, OVK174, OVMO033, OVMO061 ve OVM125) belirlenen allellerin baz ¢ifti
(bg) olarak biiyiikliikleri ve allel frekanslar1 gosterilmistir. Biitiin korunga hatlarini bir biitiin

olarak degerlendirdigimizde 10 SSR primerinin tamami polimorfik olarak saptanmugtir.
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Cizelge 4.1. Calismada analiz edilen 10 SSR lokusuna ait allellerin frekanslar1

SSR Lokusu | Alleller | Allel Fr(%(a“smr 1| SsR Lokusu | Alleller | Allel Fr(%(ansm“
229 0,01 150 0.89
234 0,21 154 0,20
233 0,87 160 0.55
242 0,16 OVKO36 ¢4 0,37
244 05 168 0,59
249 0,19 171 0.12
253 0,39 196 0.15
OVK094 255 0,02 201 0.81
257 0,32 206 0.54
260 0,01 OVK125 | 208 0,08
263 0,01 212 0.45
269 0,01 216 0,096
271 0,01 221 0,06
278 0,03 306 0.02
283 0,01 309 0.14
163 0.02 312 0,69
167 0.03 OVMO033 | 315 0.67
169 0,08 318 0.73
172 0.22 321 0,43
174 0,03 324 0,02
176 0,57 154 0.03
181 0,59 158 0.78
OVMI25 149 0,03 160 0,02
204 0.33 162 0,57
206 0,01 164 0,46
209 0,18 OVKO46 466 0,55
211 0,02 168 0.61
214 0,22 170 0.19
219 0,01 172 0,06
218 0.14 174 0,01
222 0,19 142 0.33
242 0,01 151 0.36
252 0,04 154 0.79
253 0,75 160 0.87
260 0,01 OVMO61 | 162 0,06
OVK161 262 0.22 165 0,01
266 0.3 167 0.31
263 0,02 170 0,07
270 0,16 174 0,01
272 0.1 359 0.68
274 0,02 361 0,07
247 0.96 363 0,86
250 0.68 OVK101 | 367 05
OVK174 255 0,01 371 0.34
259 0,02 375 0,01
265 0,02 387 0.18
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DNA fragment (parca) analizi sonucu GeneMapper Software 5.0 programi yardimiyla
incelenen SSR primerlerine ait bazi allellerin biiyiikliikleri asagidaki sekillerde gosterilmistir
(Sekil 4.4,4.5,4.6,4.7,4.8,4.9,4.10, 4.11, 4.12 ve 4.13).
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Sekil 4.4. OVKO036 no’lu primere ait bazi allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.6. OVK125 no’lu primere ait bazi allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4.9. OVK174 no’lu primere ait bazi allellerin elektroferogram goriintiisii
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Calisilan Onobrychis aksesyonlarinda kullanilan 10 SSR lokusu igin toplam 92 allel
tespit edilmistir. Kullanilan SSR lokuslarindan en ¢ok allel (15) OVKO094 primerinde
gbzlenmistir. OVM 125 primerinde 14 allel, OVK161 primerinde 12 allel, OVK046 primerinde
10 ve OVMO061 primerinde 9 allel gézlenmistir. OVK125, OVMO033 ve OVK101 primerlerinde
ise 7’ser allel belirlenmistir. Kullanilan SSR lokuslarinda en az alleller ise OVKO036 (6 allel) ve
OVK174 (5 allel) primerlerinde saptanmistir. Calisma igin segilen primerlere ait allellerin
uzunlugu biitiin SSR primerleri bir biitlin olarak degerlendirildiginde 142 bg ile 387 bg arasinda
degismektedir.

OVKO036 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda 150 bg, 160 bg ve 168
b¢’lik alleller yiiksek frekansa sahip allellerdir (f > 0,5). OVKO036 primeri i¢in en diisiik
frekansa sahip allel 171 bg’lik alleldir (f = 0,12).

OVKO094 primeri icin hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda 238 bg’lik allel en
yiiksek frekansa sahip alleldir (f = 0,87). 253 bg’lik allel ise 0,39 frekans ile ikinci yiiksek
frekansa sahip alleldir. OVK094 primerinin sahip oldugu allellerden 6’sinin frekansi 0,1’den

kiigiik oldugu icin nadir allel olarak belirlenmistir.

OVKI125 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda 201°lik allel yiiksek
frekansa sahip alleldir (f = 0,815). OVK174 primerinde 247 ve 250 bg’lik alleller en yiiksek
frekansa sahiptir. OVK101 primerinde ise 363 b¢’lik allel en yiiksek frekansa sahiptir (f = 0,86).

OVK161 primeri igin hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda 258 bg’lik allel en
yiiksek frekansa sahip alleldir (f = 0,75). OVKO046 primeri i¢in en yliksek frekansa sahip allel
158 be’lik alleldir (f=0,78). OVMO061 primerinde 160 b¢’lik allel en yiiksek frekansa sahiptir.

OVMO33 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda 312 bg, 315 bg ve 318
b¢’lik alleller yiiksek frekansa sahip allellerdir (f > 0,5). OVMO033 primeri i¢in en diisiik
frekansa sahip alleller 306 ve 324 bg’lik allellerdir (f = 0,02). OVM125 primeri i¢in hesaplanan
allel frekanslarina bakildiginda 176 bg ve 181 bg’lik alleller en yiiksek frekansa sahip allellerdir
(f>0,5).
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4.2. Genetik Cesitlilik Parametreleri

Tez caligmasinda kullanilan SSR primerlerine ait genetik ¢esitlilik parametreleri
Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Cizelge 4.2°ye gore, hesaplanan PIC degerleri 0,019 ile 0,5
arasinda degismektedir. Ortalama PIC degeri en yiiksek OVK 036 primerinde (0,363), en diisiik
OVK174 (0,120) primerinde hesaplanmistir. Analiz edilen tiim 6rnekleri bir biitiin olarak ele
aldigimizda ortalama PIC degeri 0,240 olarak tespit edilmistir.

Calismada kullanilan korunga hatlar1 biitiin olarak degerlendirildiginde ortalama
Shannon sabiti (I) 0,375 olarak tespit edilmistir. Shannon sabiti (I), 0,540 degeri ile en yiiksek
OVKO036 lokusunda, 0,210 degeri ile en diigitk OVK 174 lokusunda hesaplanmistir. I degerinin
yiiksek olmasi galisilan bireyler arasinda SSR lokusu bakimindan 6nemli oranda varyasyon
oldugunu gostermektedir. Nei (1987) nin tarafsiz genetik ¢esitlilik degeri (uh) her SSR lokusu
icin ayr1 ayri hesaplanmustir (Cizelge 4.2). Nei (1987)’nin tarafsiz genetik ¢esitlilik degeri (uh)
ortalama 0,243 olarak hesaplanmis, en yiiksek deger 0,367 ile OVK036 lokusunda, en diisiik
deger ise 0,121 ile OVK 174 lokusunda gozlenmistir.

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan 10 SSR lokusuna ait genetik parametreler

SSR NOA* Bant Ort. | Min. | Maks. * e Ort. | Min. | Maks.
Lokuslari Aralhig1 | PIC PIC PIC AF | AF AF

OVKO036 6 150-171 | 0,363 | 0,195 | 0,495 | 0,540 | 0,367 | 0,45 | 0,12 | 0,89

OVK094 15 229-288 | 0,189 | 0,019 0,5 0,300 | 0,191 | 0,18 | 0,01 | 0,87

OVK125 7 196-221 | 0,285 | 0,112 | 0,496 | 0,446 | 0,288 | 0,31 | 0,06 | 0,81

OVMO033 7 306-324 | 0,297 | 0,039 | 0,490 | 0,449 | 0,301 | 0,38 | 0,02 | 0,73

OVK161 12 218-274 | 0,200 | 0,019 | 0,42 | 0,329 | 0,203 | 0,16 | 0,01 | 0,73

OVM125 14 163-219 | 0,209 | 0,019 | 0,490 | 0,333 | 0,212 | 0,16 | 0,01 | 0,59

OVKO046 10 154-174 | 0,286 | 0,019 | 0,496 | 0,430 | 0,289 | 0,32 | 0,01 | 0,78

OVMO061 9 142-174 | 0,241 | 0,019 | 0,460 | 0,379 | 0,244 | 0,31 | 0,01 | 0,87

OVK174 5 247-265 | 0,120 | 0,019 | 0,435 | 0,210 | 0,221 | 0,33 | 0,01 | 0,96

OVK101 7 359-387 | 0,296 | 0,019 0,5 0,450 | 0,299 | 0,37 | 0,01 | 0,86

Ortalama | 9,2 - 0,240 - - 0,375 | 0,243 | 0,29 -

* NoA=Gozlenen allel sayisi, PIC = Polimorfik bilgi igerigi, Ort.= Ortalama, Min.= Minimum, Maks.=
Maksimum, [ = Shannon sabiti, uh = Nei (1987) 'nin tarafsiz genetik cesitlilik degeri, AF= Allel frekansi)
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Tez ¢alismasinda kullanilan korunga aksesyonlarina ait genetik farklilagsmanin gorsel
bir grafik {izerinde goriilmesi i¢in Nei (1987)’nin genetik mesafe degerleri UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Average) kiimelendirme yontemi ile
siniflandirilmis ve dendrogram olusturulmustur (Sekil 4.14). Dendrogramin olusturulmasinda
POPULATIONS 1.2.32 (Population Genetic software) ve TreeView 1.6.6 programindan
yararlanilmigtir. Olusturulan dendrograma gore, calisilan korunga aksesyonlar1 2 ana gruba
ayrilmistir. Grup 1, 48 korunga genotipinden, Grup 2 ise 35 korunga genotipinden
olusmaktadir. Grup 1, 33 O. viciifolia, 6 O. arenaria, 1’er tane O. caput-galli ve O. altissima
aksesyonlarini igermektedir. Grup 2 ise 24 O. viciifolia, 4 O. arenaria, 1’er tane O. caput-galli
O. biebersteinii, O. crista-galli ve O. inermis aksesyonlarini igermektedir. Grup 1
incelendiginde kendi iginde 2 alt gruba ayrildig1 goriilmektedir. Grup 1°de yer alan 53 kodlu O.
arenaria subs. arenaria genotipi bir alt grubu olustururken diger 47 genotip ayr1 bir alt grubu
olusturmustur. Grup 1 igerisinde genetik olarak birbirine en benzer genotip ¢iftleri S4 21 ile 76
(O. viciifolia ile Lokal varyete) ve 19 ile 20 (O. arenaria-SANDY 1251-Former Soviet ile O.
arenaria-HIBRID 12-Central Bohemia) numarali genotiplerdir. Grup 2’de yer alan 63 kodlu
O. viciifolia genotipi bir alt grubu olustururken diger 34 genotip ayri bir alt grubu olusturmustur.
Grup 2 igerisinde genetik olarak birbirine en benzer genotip ciftleri 47 ile 65 (O. viciifolia-
Former Soviet Union ile O. viciifolia-GERMANSKIJ-Central) ve 23 ile 24 (her ikiside O.

viciifolia) numarali genotiplerdir.
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Sekil 4.14. Korunga aksesyonlarinin SSR analizleri sonucunda genetik mesafe degerlerine gore
olusturduklart dendrogram
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, ¢ok yillik bir baklagil yem bitkisi olan korunga bitkisine ait 83
aksesyondan toplanan yaprak 6rnekleri kullanilarak molekiiler analizler yapilmistir. Toplanan
yaprak orneklerinden DNA izolasyonu ve elde edilen DNA oOrnekleri kullanilarak 10 SSR
lokusu ile (OVKO036, OVK046, OVK094, OVK101, OVK125, OVK161, OVK174, OVMO033,
OVMO061 ve OVM125) PCR analizleri basariyla gergeklestirilmistir.

Literatiirde korunga ile ilgili daha 6nce yapilmis ¢alismalar incelendiginde; bitkinin
morfolojik, fenolojik ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi, anatomik ve palinolojik
karakterlerin incelenmesi, karyotip analizi, filogenetik analiz ¢aligmalari, gen aktarim
calismalari, genetik karakterizasyon ve genetik cesitliligin saptanmasi amagli molekiiler
calismalara rastlanmistir. Korunga ile ilgili olarak genetik ¢esitliligin belirlenmesinde farkl
arastirmacilar tarafindan RAPD (Nosrati vd., 2012; Okcu vd., 2013; Rasouli vd., 2013), SSR
(Avel vd., 2014; Demdoum vd., 2012; Kempf vd., 2016; Ozkan, 2017; Sedeh, 2017; Shen vd.,
2019), ISSR ( Toluei vd., 2012; Zarrabian ve Majidi, 2015), AFLP ( Bhattarai vd., 2017) ve
EST (Sedeh, 2017; Shen vd., 2019) gibi belirte¢ler kullanilmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan 10 SSR lokusu polimorfik olarak tespit edilmistir.
Yapilan analizler sonucunda 10 SSR lokusundan toplam 92 allel belirlenmis, primer basina
ortalama allel sayist 9,2 olarak hesaplanmistir. Benzer genetik caligmalar ile kiyaslandiginda;
Kempf vd. (2016)’nin ¢alismasinda 32 korunga bitkisinde 400 SSR primerinden segilen 101
SSR lokusunda 1159 allel tespit edilmistir. Calismada primer basina ortalama allel sayis1 11,4
olarak bulunmustur. Bu tez c¢aligmasinda kullanilan SSR primerleri Kempf vd. (2016)’nin
calismasindan se¢ilmis ve ulasilan sonuglarin birbiriyle tutarli oldugu goézlenmistir. Avcr vd.
(2014) tarafindan tilkemizden 6rneklenen 58 Onobrychis taksonu tizerinde 18 SSR primeri
kullanilarak molekiiler analizler yapilmis, 79 lokusta 725 allel saptanmistir. Lokus basina diisen
allel sayis1 ise 9,18 olarak bulunmustur. Aver vd. (2014) tarafindan yapilan farkls alttiirlerden
germplazm ornekleri kullanilmasi1 ve kullanilan belirte¢ sayisinin yiiksek olmasi nedeniyle
belirlenen allel sayisida yiiksek olmustur. Demdoum vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada
Tiirkiye ve Avrupa’dan 23 korunga aksesyonunda caligilan 27 EST-SSR lokusundan 14 tanesi
polimorfik olarak bulunmustur. Ayrica ¢alismada polimorfik lokuslardan 6 tanesi genetik
yapinin belirlenmesi i¢in se¢ilmis ve analiz sonucunda toplam 35 allel, lokus basina diisen allel
sayis1 ise 5,83 olarak tespit edilmistir. Rasouli vd. (2013)’nin calismasinda ise Iran’dan

toplanan 36 korunga popiilasyonuna ait bitkilerde 5 RAPD belirteci ile analizler yapilmis ve 79
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polimorfik bant elde edilmistir. Hejrankesh, Haghighi, Mousavizadeh ve Rashidi (2014)
tarafindan Azerbaycan’da yapilan ¢alismada 10 RAPD belirtecinde toplam 90 polimorfik bant
tespit edilmistir. Zarrabian vd. (2013) tarafindan Diinya ¢apindaki korunga populasyonlarinda
morfolojik, anatomik ve ISSR belirteci ile genetik cesitlilik analizi yapilmistir. Calisilan 80
korunga aksesyonunda 45 ISSR belirteci denenmis, 22 polimorfik ISSR belirtecinde 275 bant
gbzlenmistir. Gozlenen bantlarin %88 (243 tanesi) oraninda polimorfik oldugu bildirilmistir.
Zarrabian ve Majidi (2015) tarafindan 102 korunga aksesyonunda segilen 47 ISSR primerinin
22’si tekrarlanabilir bantlar tiretmis, amplifiye edilen bantlarin 200 bp ile 1400 bp arasinda

v

degistigi rapor edilmistir.

Korunga gibi tetraploid tiirlerde her bir bireyin sahip oldugu SSR allelinin hangi
oranlarda bulundugunu (dozaj) belirlemek giictiir. Kapiller elektroforez yardimiyla DNA parca
(fragment) uzunlugu belirlenen SSR allelerinin dozajlarini belirlemek eger birey belirli bir SSR
lokusunda 4 farkli allelden daha az allel tasiyorsa genellikle imkansizdir. Botstein, White,
Skolnick ve Davis (1980) tarafindan gelistirilen PIC hesaplama formiilii diploid tiirler i¢in
kullanilmaktadir. Tetraploid tiirler i¢in sahip olunan (1-4 allel) allellerin hangi oranlarda
bulundugu belirlenemedigi icin allellerin varligindan veya yoklugundan yola ¢ikarak allel
frekans1 hesaplanmasi giictiir. Bu nedenle, tetraploid tiirler igin PIC degeri, her bir allellin
var/yok sayimi géz oniine alinarak olusturulmus Roldan-Ruiz vd. (2000)’in gelistirdigi formiil
ile hesaplanmaktadir. Roldan-Ruiz vd. (2000)’in formiiliine gore hesaplanan maksimum PIC
degeri 0,5’dir, elde edilen 0,5 degeri popiilasyonun %50’sinde bulunan allellere karsilik gelir.
Kiigiik PIC degeri, ya bol bolunan allel ya da nadir allellere karsilik gelir (Kempf vd., 2016).

Kempf vd. (2016)’nin ¢alismasinda gelistirilen 101 SSR lokusunun PIC degerleri ve
gbzlenen allel sayilar1 incelenerek 10 SSR lokusu tezde kullanilmak {izere belirlenmistir.
Secgilen 10 SSR belirtecine ait polimorfik bilgi icerigi (PIC) degerlerinin tez ¢aligmasinda
hesaplanan ortalamalari ile Ozkan ve Bilgen (2019) ve Kempf vd. (2016)’nin calismasinda
bildirilen ortalama PIC degerlerinin karsilastirilmasi Cizelge 5.1°de verilmistir. Kempf vd.
(2016) tarafindan 101 SSR lokusu kullanarak yaptiklari ¢alismada ortalama PIC degerini en
diisiik 0,14 ile OVK141 lokusunda, en yiiksek 0,36 ile OVK101 lokusunda saptanmistir. PIC
degerleri ayrintili incelendiginde OVKO042, OVK172, OVMO031, OVMO072 ve OVM100
lokuslarmin PIC degerinin 0 oldugu yani bu lokuslarin monomorfik oldugu gozlenmistir. En
yiiksek PIC degeri ise 0,5 ile 16 farkli SSR lokusunda hesaplanmistir. Tez ¢alismamizda
kullanilan 10 SSR belirtecine ait ortalama PIC degeri en yiiksek OVK036 lokusunda (0,363),
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en diisiik ise OVK174 lokusunda (0,120) gozlenmistir. Ozkan ve Bilgen (2019) tarafindan
yapilan caligmada en yiiksek PIC degeri OVKI125 lokusunda (0,296), en diisiik PIC degeri
OVKI161 lokusunda (0,147) olarak bildirilmistir. Cizelge 5.1°de de goruldiigii gibi tez
calismamiz ile diger ¢alismalar arasindaki PIC degerleri birbiri ile uyumludur. PIC degerleri
arasindaki ufak farkliliklarin kullanilan 6rnek sayisinin farkli olmasindan ve kullanilan

orneklerin orijinindeki farkliliklardan kaynaklandig soylenebilir.

Cizelge 5.1. Calismada kullanilan 10 SSR primerine ait PIC degerlerinin diger ¢alismalarla
karsilastirilmasi

Tez Calismasi Kempf vd. (2016) | Ozkan ve Bilgen (2019)
SSR Primerleri Ort. PIC Ort. PIC Ort. PIC
OVKO036 0,363 0,350 0,193
OVKO094 0,189 0,240 0,194
OVK125 0,285 0,290 0,296
OVMO033 0,297 0,290 0,241
OVK161 0,200 0,250 0,147
OVM125 0,209 0,260 0,293
OVKO046 0,286 0,310 0,215
OVMO061 0,241 0,190 0,208
OVK174 0,120 0,230 0,245
OVK101 0,296 0,360 0,154

Demdoum vd. (2012) tarafindan farkli SSR lokuslarinin kullanildigi ¢alismada ise PIC
degerleri 0,45 ile 0,85 (ortalama deger 0,72) arasinda bulunmustur. Avci vd. (2014) tarafindan
korunga da 18 SSR primerine ait PIC degerleri 0,07 ile 0,35 arasinda hesaplanmigtir. Zarrabian
ve Majidi (2015) tarafindan yapilan caligmada ise korungaya ait 102 aksesyonda 22 ISSR
lokusunda PIC degerlerinin 0,34 ile 0,47 arasinda hesaplandig: bildirilmistir. Sedeh (2017)’in
5 korunga popiilasyonunda yiiriittiigii calismada SSR ve EST-SSR lokuslarinda PIC degeri 0,2
ile 0,43 arasinda hesaplanmistir. Bhattarai (2017) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda farkli
tilkelerden 6rneklenen 38 korunga aksesyonunda 5 AFLP lokusu kullanilmig, PIC degerlerinin
0,126 ile 0,196 arasinda degistigi bildirilmistir. Caligmada kullanilan AFLP belirteglerinin
dominant 6zelligi nedeniyle homozigot ve heterozigot alelleri ayirt edemedigi fakat yine de
genetik ¢esitlilik ve genotiplerin karakterizasyonu i¢in yeterli genomik bilgi yoklugunda
kullanilabilecegi rapor edilmistir. Tez ¢alismamizda kullanilan 10 SSR primerlerinden
hesaplanan ortalama PIC degerleri, gelecekte yapilacak olan korunga molekiiler caligmalarinda

kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica yeni ¢aligmalara Kempf vd. (2016)’in ¢alismasindan
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yeni SSR lokuslarinin segilip eklenmesi Onerilebilir. Elde ettigimiz sonuglar korunga islah

programlari i¢gin genetik olarak farkli ebeveynlerin secilmesi i¢cin 6nem tagimaktadir.

Tez ¢alismamiz sonucunda Shannon sabiti (I) OVKO036 lokusunda en yiiksek (0,540),
OVK174 lokusunda ise en diisiik (0,210) olarak hesaplanmistir (ortalama 0,375). I degerinin
yiikseldik¢e popiilasyon ig¢indeki varyasyonun yiikselir. Calisilan korunga 6rneklerini bir biitiin
olarak degerlendirdigimizde varyasyonun ¢ok fazla olmadigi goézlenmistir. Nosrati vd.
(2012)’nin galismasinda RAPD analizi sonucunda I degeri en yiiksek (0,461) Amand
popiilasyonunda, en diisiik (0,364) Bonab popiilasyonunda goézlenmistir. Avci vd. (2014)
tarafindan yapilan ¢alismada ise SSR analizi sonucunda Shannon sabiti 0,268 ile 0,536 arasinda
hesaplanmistir. Nosrati vd. (2016)’nin ISSR primerleri ile yaptiklari ¢alismada, Shannon sabiti
0,182 ile 0,278 arasinda hesaplanmustir. Zarrabian vd. (2013)’1n 46’s1 iran ve 34’ egzotik
aksesyon toplam 80 korunga aksesyonundaki ¢alismalarinda, | degeri 0,33 ile 0,57 arasinda
saptanmis, en fazla gesitliligin Zagros Daglarinda (0,44), ekzotik bolge aksesyonlarinda ise
Asya ve Dogu Avrupa’daki aksesyonlarda (0,45) oldugu rapor edilmistir. Calisma sonucunda
Avrupadaki korunga aksesyonlarinin Asya ve Dogu Avrupa’daki bolgelerden geldigi
hipotezinin desteklendigi bildirilmistir.

Tez galismamizda Nei (1987) nin tarafsiz genetik ¢esitlilik degeri (uh) ortalama 0,243
olarak hesaplanmis, en yiiksek deger OVKO036 lokusunda (0,367), en diisiik deger ise OVK174
lokusunda (0,121) gozlenmistir. Nosrati vd. (2012) tarafindan 5 korunga popiilasyonunda
yapilan RAPD analizi sonucunda h degeri 0,246 ile 0,318 arasinda bulunmustur. Avcr vd.
(2014) tarafindan yapilan ¢alismada h degeri en yiiksek 0,307, en diisiik 0,140 olarak
hesaplanmistir. Hejrankesh vd. (2014)’in 10 iran yerel korunga gesitlerinde 90 RAPD lokusu
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, h degeri en diisik 0,300, en yiiksek 0,343 olarak
hesaplanmustir. Nosrati vd. (2016)’nin 5 Iran popiilasyonunda ISSR lokusuyla yaptiklari
analzilerde, h degerinin 0,118 ile 0,179 arasinda oldugu saptanmistir. Korunga tiirleri ile yapilan
calismalara bakildiginda genetik cesitlilik degerinin (h) birbirine benzer degerlerde oldugu
gdzlenmistir. Ozkan ve Bilgen (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ise genetik gesitlilik degeri
h=0,210 olarak, tarafsiz genetik cesitlilik degeri ise uh=0,222 olarak bildirilmistir.

Nei (1987)’nin genetik mesafe degerleri kullanilarak UPGMA kiimelendirme yontemi
ile smiflandirilmis ve calisilan tiim aksesyonlari igceren dendrogram olusturulmustur. Elde
edilen dendrograma gore tez ¢alismasinda kullanilan korunga hatlar1 2 ana kiimeye ayrilmistir.

Avci vd. (2014)’nin 58 korunga taksonunda yiiriitiilen ¢alismasinda, genetik benzerlik degeri
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en diisiik 0,013 ve en yiiksek 0,399 olarak bildirilmistir. Nosrati vd. (2012)’nin ¢alismasinda en
yiiksek genetik mesafe degeri 0,1654 olarak saptanmistir. Yapilan caligmalar benzer stres
kosullarinda yetisen bitkilerin/popiilasyonlarin genetik olarak birbirine daha fazla benzer
olduklarini rapor etmistir. Nosrati vd. (2012) farkli bolgelerden 6rneklenen 5 yabani korunga
populasyonunda genetik mesafe degerini 0,635 (Sarab-Heris) ile 0,1654 (Bonab-Heris)
arasinda oldugunu bildirmistir. Yapilan ¢aligmada cografi uzakliklardan ¢ok ekolojik etkenlerin
genetik cesitlilige etki ettigi ve genetik farkliligin ¢evresel kosullarla iliskisinin ya dogal

seleksiyon ya da lokal gen ayrimi nedeniyle oldugu belirtilmistir.

Korunga farkli 6zellikte topraklarda yetisebilen ¢ok yillik kurakliga dayanikli bir yem
bitkisidir. Iyi bir baklagil yem bitkisi olan korunganin iilkemizde eski yillardan bu yana tarimi
yapilmakta, besleyici, lezzetli ve degerli bir bitki oldugu belirtilmektedir. Ayrica kurak
alanlarda yoncaya alternatif olarak yetistiriciligi yapilmaktadir. Korunga otu hayvan besleme
yoniinden paha bigilemeyen bir kaba yemdir. Tiim bunlara ek genis adaptasyon yetenegine
sahip olmasi, kira¢ ve verimsiz topraklarda dahi yetisebilmesi, iyi bir bal 6zii bitkisi olmasi,
derinlere inen kokleri ile toprak islahinda 6nemli bir yeri olmasi bitkiyi vazgegilmez
kilmaktadir. Yapilan tez calismasinda tiiriin molekiiler anlamda genetik yapisinin bilinmesi,
genetik ¢esitliliginin ortaya konulmasi bundan sonra yapilacak olan tiiriin ve/veya yakin akraba
tiirlerinin 1slahi, genetik ve cesitli karakterizasyon arastirmalarina 151k tutacaktir. Korunga gibi
Ozellikle marjinal alanlarda yetisebilen yem bitkilerinin genomlarinda gizli kalmis bilgilerin
molekiiler analizler ile agiga ¢ikartilmasi, tiir tizerinde yapilan islah ¢alismalarinin hiz ve
etkinligini arttirarak daha {istiin performansli yeni ¢esitler gelistirilmesine ve dolayisiyla tiiriin
tarimimin yayginlagsmasina 6nemli katkilar saglayacaktir. Calismamizda kullandigimiz
belirtecler Kempf vd. (2016) tarafindan bu tiire spesifik gelistirilen ilk primerlerdir. Korungaya
Ozgli gelistirilen SSR lokuslar1 kullanilarak yaptigimiz tez c¢alismasi iilkemizde yapilan ilk
caligmalardan biridir ve tiiriin genetik ¢esitliligi, popiilasyon/bireyler arasi ve popiilasyonlar igi
varyasyonu belirleyerek bundan sonra yapilacak olan ¢alismalara 6nemli kaynak saglayacaktir,
ayrica tiiriin genetik yapisini ortaya ¢ikararak sahip oldugumuz biyogesitlilikten faydalanmay1

saglayacaktir.
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