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Ozet: Siirdiiriilebilirlik ancak sahip olunan genetik kaynaklarin kullanimi ve korunmasi ile miimkiin olabilmektedir. Ak
tcgiil (Zrifolium repens L.) lilkemiz meralarinda, park ve bahge alanlarinda yaygin olarak bulunan ¢ok yillik bir baklagil
yem bitkisi olmakla birlikte 6nemli bir genetik hazine kaynagidir. Bu galigma tilkemizin yedi ilinden farkl yiiksekliklerden
toplanan ak ti¢giil populasyonlarinin genetik farkliliklarinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmistiir. Calisma kapsaminda
toplanan on bes populasyonun genetik farkliliklarnin belirlenmesinde alti adet Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR) markorii
kullanilmistir. Calisma sonucunda 56 allel belirlenmistir. Genetik akrabaliklarin goriilmesi amacli olusturulan dendrogramda
populasyonlar ii¢ grup altinda toplanmislardir. Elde edilen sonuglara gore, 6zellikle yiiksek rakimli duraklardan toplanan
populasyonlarin ¢ogunlukla ayni grup icerisinde yer aldiklart goriilmistir. Bu durum toplanan oOrneklerdeki genetik
cesitliligin cografi dagilim iliskisini ortaya koymustur. Sonug¢ olarak, ak ti¢giil 1slah1 ¢alismalarinda gerekli materyali
saglama agisindan iilkemizin zengin bir genetik ¢esitlilige sahip oldugu anlagiimistir.

Anahtar Kelimeler: Genetik farklilik, mikrosatelit, polimorfizm

The Determination of Genetic Diversity in White Clover
(Trifolium repens L.) Populations

Abstract: Sustainability can only be achieved through the use and protection of genetic resources. White clover (7rifolium
repens L.), a perennial legume forage grass, is also an important genetic resource and widely found in grasslands, parks and
gardens in many regions of Turkey. This study was conducted to determine the genetic diversity of white clover populations
collected from different altitudes on seven provinces of Turkey. Six Simple Sequence Repeats (SSR) molecular markers
were used to estimate genetic diversity in fifteen populations collected for the study. In the study, 56 alleles were detected.
Populations were gouped as three clusters in the dendogram created to see genetic relationships. According to results,
especially population collected from high altitudes were mostly in the same group. This revealed the interaction between
geographical distribution and genetic diversity in the collected samples. As a result, it was understood that our country has a
rich genetic diversity to provide the necessary material in the white clover breeding.
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1. Giris yetistiriciligi yapilan kiltiir bitkilerinin

. . . . sorunlarinin ortadan kaldirilmasinda, 6zelliklerinin
Sahip olunan dogal kaynaklarin degerlen.(.llrller.e}(' iyilestirilmesinde, daha yiiksek verimli, daha
kullanilmasi, niifusun  hizla artiy  gosterdigi  yariteli ve daha dayanikli  yeni cesitlerin

gliniimiiz d"?nyasmtn basllca i'hti'ya.c.;lam.ldanq.lr. Bir gelistirilmesinde muhakkak en énemli role sahip
iilkenin sahip oldugu dogal bitki tiirleri, o bolgede genetik materyallerdir.
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Stirdiiriilebilirlik kavramimin ne denli 6neme
sahip oldugunun heniiz yeni farkina varildig
giliniimiizde, bu genetik materyallerin korunmasi o
iilkede yasayan herkes i¢in 6nemli bir gorev haline
gelmigtir.  Yetistikleri bolgeye tamamen adapte
olan bu genetik materyaller, giliniimiizde ve
gelecekte  yapilacak  1slah  c¢alismalart  igin
yadsinamaz ve paha bigilemez bir degere sahiptir.

Yapilan son diizenlemelere ragmen Tiirkiye’de,
hala kaliteli kaba yem ac¢ig1 bulunmaktadir. Bu
nedenle kiiltiirii yapilan diger tarla bitkileri ile
rekabete girebilecek, iistiin ozelliklere sahip yeni
yem bitkisi tiirlerinin  gelistirilerek  {iretimin
artirtlmast ve bunun neticesinde tarla bitkileri
igerisindeki yem bitkisi ekim alanlarmin diger
gelismis iilkelerde oldugu gibi istenilen seviyeye
yiikseltilmesi {ilkemiz adina biiyilk bir kazang
olacaktir (A¢ikgdz ve ark., 2005; Gilindiiz, 2013).
Yem bitkilerine verilen Onemin yetersizligi
sebebiyle hayvanciligin sekteye ugramast ve
bunun neticesinde insan beslenmesinde ¢ok dnemli
role sahip et ve siit tiiketiminin {ilkemiz genelinde
azalmasi sonrasi yasanan durum ortadadir.

Son yillarda deoksiriboniikleik asit (DNA)
teknolojisinin  gelisimi  ile  birlikte DNA
diizeyindeki markorler genetik calismalarda hizl
sekilde yerini almistir (Toro ve ark., 2009).
Genetik  ¢esitliligin -~ belirlenmesi,  genetik
kaynaklarin korunmast ve bunlardan
yararlanilmasi amagli faydalanilan bir aragtirmadir.
Koruma islemi sinirli  oldugu igin hangi
populasyonlarin  dncelikli  olarak  korunmasi
gerektiginin belirlenmesi gerekmektedir (Mercan,
2010).

Ak ggill (Trifolium repens L.), diinya
genelinde genis bir yayilis alan1 gdsteren,
genellikle otlatma amaciyla kullanilan, besleyici
degeri oldukca yiiksek olan ¢ok dnemli bir baklagil
yem bitkisidir. Yatik geligmesi ve stolon yapiya
sahip olmasi nedeniyle otlatma ve c¢ignenmeye
kars1 olduk¢a dayanikli olan ak ii¢giil, yem bitkisi
iretiminde vazgegilemez bir yere sahiptir
(Agikgdz, 2001; Acar ve Ayan, 2012).

Bugiine kadar ak tiggiilde genetik cesitliligin
belirlenmesine  yonelik  yapilan  arastirmalar
yetersiz  diizeydedir. Konu ile ilgili yapilan
arastirmalarda ak ti¢giil bitkisinin 6énemli diizeyde
cesitlilik gosterdigi ifade edilmistir (Finne ve ark.,
2000; Gustine ve ark., 2002; Jones ve ark., 2003;
Treuren ve ark., 2005; George ve ark., 2006;
Zhang ve ark., 2010). Ak ti¢giil bitkisinin genetik
olarak cesitlilik gdstermesi sonucu, ¢esit gelistirme
amach 1slah calismalarinda bu cesitlilikten
faydalanildigi ve verim, kalite ve dayaniklilik
diizeyinde basarili sonuglar alndigi
belirtilmektedir (Zhang ve ark., 2010; Smykal ve

ark., 2015). Yem bitkileri iiretiminde Oncelikli
hedefin, diger tarla bitkileri ile rekabet edebilecek
diizeyde gesit gelistirmek olmasi gereken iilkemiz
tariminda; mevcut cesitliligin  belirlenip bu
zenginlikten en iyi diizeyde faydalanilabilmesi,
¢ok biiylik 6nem arz etmektedir.

Tirkiye’nin hemen hemen her yerinde bulunan
ak tcgil bitkisi ile, genetik cesitlilik anlaminda
yeterince  ¢alisitlmamis  olmasi  neticesinde
ylriitilmesine karar verilen bu arastirmada;
Tiirkiye’nin farkli illerinden toplanan ak {iggiil
(Trifolium repens L.) populasyonlarmin genetik
farkliliklarinin belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyallerin toplanmasi

Belirlenen populasyonlara ait geng¢ yaprak
ornekleri genetik c¢esitliligin belirlenmesi amacli
materyal  olarak  kullamilmistir. ~ Orneklerin
toplanmast 2017 yili Mayis ayinda bitkinin
¢igeklenme doneminde gergeklesmistir. Her bir
populasyon i¢in 20 adet yaprak Ornegi
toplanmustir. Toplanan 6rnekler analiz 6ncesi -80
°C’de muhafaza edilmistir. Arastirmada kullanilan
15 adet ak {iggiill populasyonunun toplandigi
yerlere ait bilgiler Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Populasyonlarin toplandigi yerlere ait
bilgiler

Toplandigit  Toplandig: Toplandig: Calisma
il ilce yiikseklik (m) kodu
Eceabat 22 Cl
Canakkale Yenice 231 C2
Bayrami¢ 610 C3
Denizli Honaz 636 Dl
Cal 851 D2
Gaziantep Sehitkamil 825 Gl
Nizip 489 G2
Cumra 1015 K1
Konya Seydisehir 1108 K2
Altinordu 57 01
Ordu Ulubey 633 02
Kabadiiz 1622 03
Rize Ikizdere 755 R1
Ardesen 1344 R2
Van Ercisg 1588 Vi
2.2. Bitki orneklerinde genomik DNA
izolasyonu

Cigeklenme doneminde toplanan materyallerde
genomik DNA izolasyonu Lefort ve ark. (1998)
tarafindan bildirilen yonteme gore yapilmistir.
Elde edilen genomik DNA’larmn, saflik degerleri
ve miktarlart dnce kontrol amacgli agaroz jelde
calistlmis, daha sonra ise spektrofotometre
kullanilarak belirlenmistir.
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2.3. Kullanilan SSR primerler

Arastirmada kullanilan SSR primerler daha
once farkli arastiricilar tarafindan kullanilan ve

2.4. SSR allel bolgelerinin PCR ile cogaltilmasi

Calisma i¢in optimize edilmis Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) kosullarina ait reaktiflerin

basarili sonuglarin alindigi primerlerdir (George ve  yogunluk ve miktarlari Tablo 3’te, sicaklik
ark.,, 2006; Zhang ve ark.,, 2010). Kullanilan  dongiisel diizeni ise Tablo 4’te verilmistir.
primerler Tablo 2’de verilmistir.
Tablo 2. Calismada kullanilan primerlere ait bilgiler
e Primer diziligi
Orijinal isim leri Geri
TRSSRA02H09 CCACAACTACAAGTAGGTTT CGTGAATGGTGTTCTATTCT
TRSSRAOIH11 AGAAAGGTGAATGATGAAA TCTAATTCTTCCAATAGGG
TRSSRAO01CI10 GTACCTGGAAATGTTGATT GAGCAGCCATGACCTCTG
TRSSRBO01B05 AGTGCATACTCAGAGTGAGTGATT GTTCTAGTAGTTTGATGCGTTCTG
TRSSRBO1E07 TTTTGTCTAATTGCAGAACCATGG TTAAGTAACAGGTTGATGCGTAC
TRSSRA04B12 TGGAGTGATGAAGCACAGACACTA ATGCCCAAATTGAATAATGATGTC

Tablo 3. Optimize edilmis PCR kosullar1 i¢in gerekli
reaktiflerin yogunluk ve miktarlari

Reaktif Yogunluk Miktar
Genomik DNA 100 ng/ul 1 ul
fleri primer 2.5 pmol 1 ul
Geri primer 2.5 pmol 1l
ddH0 17 ul

Tablo 4. Optimize edilmis PCR sicaklik dongiisel
diizeni

Islem Sicaklik (°C) Siire  Dongii
Onctil 95 5 dk 1
denatiirasyon
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 57 30 sn 35
Uzaman 72 30 sn
Son uzaman 72 5dk 1
Saklama 4 o0

2.5. Agaroz jel elektroforez yontemi ile

ayrimlanmanin saglanmasi ve skorlama

Lokuslara ait PCR iriinleri % 2.5’lik agaroz jel
elektroforezinde 60V 300A sartlarinda 6 saat
kosturulmustur. Bant agirlik gézlemi ig¢in 100 bp
DNA ladder kullanilmigtir. Elde edilen jel
goriintiileri sonrasinda verisel skorlama islemi
gergeklestirilmistir.

2.6. Kiimeleme analizi

Arastirmada, NTSYSpc v2.11 programi ile
Aritmetik Ortalamalari Kullanan Tartisiz Es-Grup
Yontemi (UPGMA)’ne gore populasyonlarin
kiimeleme analizleri yapilmis ve dendrogramlari
cikartlmastir.

3. Bulgular ve Tartisma

Tablo 5 incelendiginde; ¢aligma sonucunda toplam
56 allel tespit edilmis olup, lokus basina ortalama
allel sayist 9.33 olarak bulunmustur. Bu deger
yiiksek allel c¢esitlilik oldugunu gostermektedir.
Caligmada en cok allel gosteren mikrosatelit

lokusu 14 allel ile TRSSRAO1CI10 primerinde
goriiliirken, en az allel gosteren lokus 5 allel ile
TRSSRAO1H11 primerinde goriilmiistiir (Tablo 5).
Calismada kullanilan biitiin primerlerin polimorfik
ozellik gosterdikleri tespit edilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan primerlerin PIC
degerleri ve allel sayilar

Primer ad1 PIC degeri Allel

say1sl
TRSSRA02H09 0.825 8
TRSSRAOIHI11 0.774 5
TRSSRAO01CI10 0.924 14
TRSSRB01B05 0.804 7
TRSSRBO1E07 0.892 11
TRSSRA04B12 0.961 11

Arastirmada, en yiiksek polimorfizm bilgi
icerigi (PIC) degeri 0.961 ile TRSSRA04B12
primerinde bulunurken, en diisiik PIC degeri ise
0.774 ile TRSSRAO1HI11 primerinde saptanmistir
(Tablo 5).

Daha once yapilmis olan ¢aligmalarda
orneklerin  toplandigi  bolgenin  biiyiikliigline
paralel olarak genetik farkliligin artmis oldugu
goriilmektedir. Mevcut arastirmada, elde edilen
gesitlilik  daha  biiyiik  alanlarda  yapilan
caligmalarda elde edilen gesitlilige benzer sonuglar
verirken (Gustine ve ark., 2002), benzer veya daha
kiiglik alanlarda yapilan ¢aligsmalarda elde edilen
cesitliligin iizerinde yer almistir (Treuren ve ark.,
2005). Calisma neticesinde iilkemizin ak ti¢gil
populasyonlar1 agisindan zengin bir genetik havuza
sahip oldugunun saptanmis olmasi, yem bitkileri
dretimi acisindan diger Avrupa {lkelerinin
gerisinde kalmig olan ve yerel tohum problemi
yasayan llkemiz i¢in olduk¢a kayda deger bir
bulgu olarak dikkat ¢ekmektedir. Arastiricilar bu
zenginligin 1slah anlaminda ¢ok bilyiik avantajlar
olusturacagina dikkat c¢ekmislerdir (Poehlman,
2013; Smykal ve ark., 2015).
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Benzer primerlerin  kullanildigi  bilimsel
aragtirmalarda goriilen degerler, mevcut c¢alisma
verileri ile yiliksek oranda benzerlik gostermektedir
(George ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2010).

UPGMA yontemi kullanilarak elde edilen
filogenetik dendrogram incelendiginde;
populasyonlarin  ii¢ grup altinda toplandiklar
goriilmektedir (Sekil 1). Ik grupta; yaklagik 1500
m rakim civarindan toplanan ve caligmadaki en
ylksek rakimlardan toplanan populasyonlar olan
V1, O3 ve R2 kodlu populasyonlarin yer almasi
olduk¢a kayda deger bir durum olarak goze
carpmaktadir. Cografik olarak disiintldiigiinde
nispeten daha yakin olan O3 ve R2 kodlu
populasyonlar grup iginde birbirine daha yakin
genetik  ozellik  gostermislerdir. Ikinci  grup
biinyesinde en fazla (9 adet) populasyonu icermesi
nedeniyle dikkat g¢ekmektedir. Grup igerisinde
diger populasyonlara nazaran ayri bir kiime
olusturan ve birbirine en yakin genetik &zellik
gosteren C3 ve D1 kodlu populasyonlar ilk grupta
oldugu gibi benzer rakim seviyelerinden (610 ve
636 m) toplanan 6rneklerdir. Grup igerisinde C3 ve
DI kodlu populasyonlardan sonra birbirine en
yakin genetik 0Ozellik gosteren populasyonlar
Gaziantep ilinden toplanan G1 ve G2 kodlu
populasyonlar olmustur. Filogenetik
dendrogramda  {igiincii  grup  incelendiginde;
toplanma bolgeleri agisindan diger orneklere
nazaran birbirine daha yakin illerden ve benzer
rakim seviyelerinden toplanan D2, K1 ve K2 kodlu
populasyonlarin  bu grubu olusturdugu tespit
edilmistir.  Yapilan kiimeleme analizi genel
anlamda degerlendirilecek olursa; yiiksek cesitlilik
gosteren, rakim seviyeleri ve cografik bolge ile
iligkili bir filogenetik dendrogram elde edildigi
sOylenebilir (Sekil 1).
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Sekil 1. Elde edilen filogenetik dendrogram

4. Sonuclar

Genetik kaynaklarin korunmasi ve kullanilmasi
anlaminda yapilmas: gereken ilk islem, bu

kaynaklarin tanimlanmasi ve islah g¢alismalarinda
baslangi¢c materyalinin belirlenmesi igin birbirleri
ile olan farkliliklarmmin ortaya konmasidir.
Calismada, toplanan ak iiggiil populasyonlarinin
genetik farkliliklar1 ortaya konmustur ve yiiksek
oranda cesitlilik gosterdikleri tespit edilmistir. Bu
durum oniimiizdeki yillarda siirdiiriilebilecek 1slah
calismalarinda  iilkemizde  bulunan  mevcut
materyalden faydalanilabilecegini gostermektedir.

Calisma neticesinde yiiksek cesitlilik gdsteren
populasyonlarin  verim, kalite ve dayaniklilik
yoniinden degerlendirilmesi kanaatine varilmistir.
Yem bitkilerinde tohum sorununun st diizeyde
yasandig1 lilkemizde, genetik hazinede var olan
kaynaklar1 ortaya ¢ikararak, yeni yem bitkisi
gesitlerinin  gelistirilmesi ve disa bagmmliligim
azaltilmast iilkemiz tarimi admna mutlak bir
vazifedir.
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