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Oz

Domuz aynigi (Dactylis glomerata L.) yaygin olarak bulunan ¢ok yillik bir yem bitkisidir.
Ulkemiz domuz ayrig1 populasyonlar agisindan zengin bir {ilkedir. Bu ¢alisma iilkemizin on bir
farkli ilinden toplanan domuz ayrigr populasyonlarinin genetik farkliliklarinin belirlenmesi
amactyla yiritiilmiistiir. Toplanan on bir populasyonun genetik farkliliklarinin belirlenmesinde
on dort adet Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR) markérii kullanilmistir. Calisma sonucunda 72 allel
belirlenmistir. Lokus basina ortalama allel sayis1 5.14 olarak bulunmus olup, tespit edilen allel
sayis1 2-12 arasinda degisiklik gostermistir. Calismada kullanilan biitiin primerlerin polimorfik
oldugu goriilmiistiir. Calismadan elde edilen PIC degerleri 0.322-0.921 arasinda degismistir.
Genetik kiimelenmenin goriilmesi amagli olusturulan dendrogramda populasyonlar dért grup
altinda toplanmiglardir. Elde edilen sonuglara gore, benzer yiiksekliklerden toplanan
populasyonlarin ayni grup igerisinde yer aldiklar1 goriilmiistiir. Bu durum toplanan 6rneklerdeki
genetik cesitliligin cografi dagilim ile iligkisini ortaya koymustur. Calismada sonug olarak,
Dactylis glomerata islahi ¢alismalarinda gerekli materyali saglamak agisindan iilkemizde
yeterince ¢esitliligin olundugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Genetik farklilik, Mikrosatelit, Polimorfizm

The Evaluation of Genetic Diversity in Orchardgrass (Dactylis glomerata L.)
Populations

Abstract

Orchardgrass (Dactylis glomerata L.) is a perennial forage grass, widely found in many regions
of the world. Turkey is a rich country in terms of wild orchardgrass populations. This study was
conducted in order to determine the genetic diversity of orchardgrass populations collected from
eleven provinces of Turkey. Fourteen Simple Sequence Repeats (SSR) molecular markers were
used to estimate genetic diversity in eleven populations. In the study, 72 alleles were detected.
The mean number of alleles per locus was 5.14 and it was ranged between 2 and 12. In the study,
all SSR loci were determined as polymorphic. The Polymorphism Information Content (PIC)
values ranged between 0.322-0.921. A dendrogram was constructed in order to determine genetic
cluster, it divided eleven populations into four groups. According to results, the population
materials from the same altitude were in the same group thus showing a geographical distribution
of genetic diversity of the populations. As a consequence of the study, it was observed that Turkey
region have enough diversity to provide the necessary material in Dactylis glomerata breeding
studies.

Keywords: Genetic difference, Microsatellit, Molymorphism

*Sorumlu Yazar / Corresponding Author:gurkandemirkol@odu.edu.tr

289


http://orcid.org/0000-0003-0033-8039
http://orcid.org/0000-0002-9487-9444

G. Demirkol, O. Onal Asci / Domuz Ayrigr (Dactylis glomerata L.) Populasyonlarinda Genetik Cesitliligin
Belirlenmesi

1. Giris

Glinlimiizde ve gelecekte yapilacak 1slah ¢aligmalarinda sahip olunan dogal
populasyonlar en 6nemli genetik materyallerdir. Bitkisel iiretimde siirdiiriilebilirlik ancak
bu materyallerin koruma altina alinmasiyla saglanacaktir.

Ulkemizde yem bitkileri yetistiriciligi gelismis iilkelere kiyasla oldukca geri kalmistir.
Bu durumun en 6nemli sebepleri; i) uygun gesitlerin gelistirilememis olmasi, ii) tohumluk
probleminin giderilememis olmasi, iii) yem bitkilerinin 6éneminin {iretici tarafindan tam
anlamiyla bilinememesi olarak siralanabilir.

Yem bitkileri yetistiriciliginin ileri diizeyde oldugu Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda
gibi iilkelerde ¢ok dnemli bir yere sahip olan domuz ayrig1 (Dactylis glomerata) tiirii ok
yillik bir bugdaygil yem bitkisi olup iilkemizin hemen her yerinde dogal olarak
bulunmasina ragmen yapilan ¢aligmalar oldukca yetersizdir.

Son zamanlarda biyoteknolojide goriilen hizli gelismeler genetik kaynaklarda, genetik
cesitlilik, muhafaza, karakterizasyon, islah etme ve cesit gelistirme gibi hususlar
dogrultusunda ¢ok 6nemli katkilar kazandirmistir (Acunalp 2012).

Genetik c¢esitlilik calismalari, genetik kaynaklarin muhafazasi ve bunlardan
yararlanilmasi hedeflerinin optimize edilmesinde gereklidir. Koruma sinirli bir islem
oldugu i¢in hangi genotiplerin korunacagi konusunda oOnceligin belirlenmesi
gerekmektedir. Cesitlerin karakterize edilmesinde son yillarda genellikle genomda
herhangi bir gen bdlgesi ile ilgili DNA parcasinin temsil edilmesini saglayan DNA
molekiiler markorleri kullanilmaya baslanmistir (Mercan 2010).

Bu calisma iilkemizin on bir farkli ilinden toplanan domuz ayrig1r populasyonlarinin
genetik farkliliklarinin belirlenmesi amaciyla ytriitiilmistiir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal
2.1.1. Materyallerin toplanmasi

Calismada kullanilan domuz ayrigi populasyonlari; Bolu (780 m), Bursa (302 m),
Canakkale (54 m), Gaziantep (965 m), Isparta (1243 m), izmir (118 m), Kars (2028 m),
Kirsehir (1016 m), Ordu (844 m), Rize (1024 m) ve Zonguldak (367 m) illerindeki
belirtilen rakimlardan her ilden bir populasyon olacak sekilde toplanmigtir. Analizler
oncesi ilgili Ornekler yukarida belirtilen duraklardan 20’ser adet bitki alinarak
olusturulmustur.

2.1.2. Bitki orneklerinde genomik DNA izolasyonu

Cigeklenme doneminde toplanan materyallerde genomik DNA izolasyonu Lefort et al
(1998) yontemine gore yapilmistir. Elde edilen genomik DNA’larin, saflik degerleri ve
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miktarlar1 6nce kontrol amacl agaroz jelde calisilmig, daha sonra ise spektrofotometre
kullanilarak belirlenmistir.

2.1.3. Kullanilan SSR primerler

Calismada kullanilan primerler Cizelge 1°de verilmistir. Kullanilan primerler daha 6nce
kullanilan ve basarili sonuglarin alindig1 primerlerdir (Xie et al 2012; Jiang et al 2013).

Cizelge 1. Calismada kullanilan primerlere ait bilgiler

Orijinal isim Primer dizilisi (5'-3") Orijinal isim Primer dizilisi (5'-3")
AOLE24 AAAATGTTTTATTCTCAGCCC AO3K22 AGACTCTAGGGTGGCACAC
TGCAAGATGGAATGCTCT GTAGCACGCTAACGAGAGAT
AOLI11 CATCGTAATGACTGCTAGTCC A0AC24 AGCAACATATCTTACTGCAATG
ACAGATCCATCGGTGGTT ATCAAACTCGAAAAGTTGTCA
AO1K 14 AAGGATGGCCTGATCTTC A04008 AGAGGTTAGATGGATGTAGGC
GCAGAGGTCTTTCTCTTGG ATAGACCCATAGCATGTTGG
A02A10 AGGTTACCGATAGTAAGTGGG AOLE14 ACCCGTTTTCTATCTCCAG
AGGGGATGGTTGGTTAGTAT GTTCTAGCGTCGTGAGGG
A02J20 TCCAATGTTACACACATAGCA BOLAO5 GAGAGCGGCAGAGTTATTC
TGTGTGCGATTTTCTGTG AAAGGTCGATATCTCTATTCCA
AO3B16 TCTGGAATCTCTCTGAAATCA BO1C15 GTCGATTGATGGTGTACGTA
ATCTTGACCCTGATGTTCTG TCTAGTGCTACTTGTATGCACC
A03CO5 TAAGAATCGATCCTCCCG BOLEQ9 ACAACTCACAAACTCAAGAACA
ACCTTCTTCCACTCCGTC GTGGACTCGGAGGAGAAG

2.1.4. SSR allel bolgelerinin PCR ile ¢cogaltilmast

Calisma i¢in optimize edilmis PCR kosullarina ait reaktiflerin yogunluk ve miktarlar
Cizelge 2’de, sicaklik dongiisel diizeni ise Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 2. Calisma igin optimize edilmis PCR kosullarina ait reaktiflerin yogunluk ve miktarlari

Reaktif Yogunluk Miktar
Genomik DNA 100 ng/ul 1Tl
Ileri primer 2.5 pmol 1ul
Geri primer 2.5 pmol 1Tl
ddH20 17 pl
Cizelge 3. PCR sicaklik dongiisel diizeni
islem Sicaklik (°C) Siire Dongii
On denatiirasyon 95 5dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 57 30sn 35
Uzama 72 30sn
Son uzama 72 5dk 1
Saklama 4 )
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2.1.5. Agaroz jel elektroforez yontemi ile ayrimlanmanin saglanmast ve skorlama

Lokuslara ait PCR firtinleri % 2.5’lik agaroz jel elektroforezinde 60V 300A sartlarinda 6
saat kosturulmustur. Bant agirliklarinin tahmini i¢in 100 bp DNA ladder kullanilmistir.
Elde edilen jel goriintiileri sonrasinda skorlama islemi gergeklestirilmistir.

2.1.6. Kiimeleme analizi

Calismada, NTSYSpc v2.11 programi ile UPGMA yontemine gore populasyonlarin
kiimeleme analizleri yapilmis ve dendrogramlari ¢ikarilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Cizelge 4 incelendiginde ¢alisma sonucunda toplam 72 allel tespit edilmis olup, lokus
basina ortalama allel sayis1 5.14 olarak bulunmustur. Calismada en ¢ok allel gdsteren
mikrosatelit lokusu 12 allel ile AO1E14 primerinde goriiliirken, en az allel gosteren lokus
2 allel ile A02J20 ve BOIC15 primerlerinde goriilmiistiir (Cizelge 4). Calismada
kullanilan biitiin primerlerin polimorfik 6zellik gosterdikleri tespit edilmistir.

Calismada en yiiksek PIC degeri 0.921 ile AO1E14 kodlu primerde bulunurken, en diisitk
PIC degeri ise 0.322 ile A02J20 kodlu primerde bulunmustur (Cizelge 4).

Benzer primerlerin kullanildigi bilimsel arastirmalarda goriilen degerler mevcut ¢aligma
verileri yiiksek oranda benzerlik gostermektedir (Hirata et al 2011; Xie et al 2012; Jiang
et al 2013; Madesis et al 2014; Xie et al 2014; Zhao et al 2014).

Yapilmis ¢aligmalarda drneklerin toplandig1 bolgenin biiytikliigline paralel olarak genetik
farkliligin artmis oldugu goriilmektedir. Mevcut arastirmada, Orneklerin toplanmis
oldugu bolge goz Oniine alinacak olursa, neredeyse tim Avrupa tilkelerinden toplanan

Cizelge 4. Calismada kullanilan primerlerin PIC degerleri ve allel sayilar

Primer ad1 PIC degeri Allel sayis1
A01F24 0.771 4
A01111 0.705 4
A01K14 0.892 6
A02A10 0.731 4
A02J20 0.322 2
A03B16 0.757 4
A03C05 0.903 9
A03K22 0.877 6
A04C24 0.698 4
A04008 0.564 3
AOlE14 0.921 12
BO1A05 0.722 5
B01C15 0.455 2
BO1E09 0.843 7
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ornekler ile yiiriitiilen arastirmalarda elde edildigi kadar ¢esitlilik tespit edilmis olmasi
iilkemizin domuz ayrig1 agisindan ¢ok zengin bir genetik havuza sahip oldugunu
gostermektedir. Bu durum, yem bitkileri iiretimi agisindan diger Avrupa iilkelerinin
gerisinde kalmis olan ve yerel tohum problemi yasayan iilkemiz i¢in olduk¢a kayda deger
bir bulgu olarak dikkat ¢ekmektedir. Hirata et al (2011) domuz ayrig1 tiirii lizerinde
yapmis oldugu arastirmada bu zenginligin 1slah anlaminda ¢ok biiylik avantajlar
olusturacagina dikkat ¢ekmistir.

UPGMA yontemi kullanilarak elde edilen filogenetik dendrogram incelendiginde
populasyonlarin dort grup altinda toplandiklar1 gériilmektedir. ilk grupta 750-1000 m
yiikseklik araligindan toplanan Bolu, Gaziantep ve Ordu populasyonlari igerisinde en ¢ok
populasyonu barindiran ikinci grupta 1000 m {izeri yiikseklikten toplanan Isparta,
Kirsehir, Kars, Rize populasyonlari, iiglincli grupta yalnizca Zonguldak populasyonu,
dordiincii grupta ise birbirine yakin cografi bolgede sayilabilecek olan Bursa, Canakkale
ve Izmir populasyonlari yer almistir (Sekil 1). Tk iki grupta rakim seviyeleri bakimindan

= Bolu

= Gaziantep
= Cirdu

" |zparta

® Kirgehir

" Karz

" Hize

" Fonguldak

" Burza

= Canakkale

= [zmir —

Sekil 1. UPGMA yontemi kullanilarak elde edilen filogenetik dendrogram

dordiincii grupta ise benzer cografik bolge bakimindan anlamli sonuglar elde edilmis
olmast yapilan analizlerin giivenilirligini ortaya koymakla birlikte aym1 zamanda
iilkemizdeki genetik cesitliligin bir¢ok faktor agisindan degisiklik gosterebildigini izah
etmektedir.

4. Sonug¢

Calismada toplanan Dactylis glomerata populasyonlarmin genetik Karakterizasyonu bu
konuda en giivenilir molekiiler analizlerden biri olan mikrosatelitler ile ortaya konmustur.
Aragtirmada yiiksek oranda cesitlilik tespit edilmistir. Bu durum 6nlimiizdeki yillarda
sirdiiriilebilecek 1slah ¢alismalarinda tlkemizde bulunan mevcut materyalden
faydalanilabilecegini géstermektedir.
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