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Bu calisma, Van ili ve gevre illerden toplanan 70 adet yonca (Medicago sativa L.) ekotipi ile 6 tescilli cesit
olmak tzere toplam 76 genotip arasindaki akrabalik iligkilerinin belilenmesi amaciyla yuratilmustur. 12 adet
ISSR primeri kullanilmis ve 85 polimorfik bant elde edilmistir. Ekotipler arasindaki genetik uzakliklar Oklid
katsayisi yardimiyla belirlenmistir. Yonca ekotiplerinin toplandigi bélgelere gore, ayrica yerel gesit olarak ve
tescilli gesitler olmak Uzere toplam 16 grup altinda genetik varyasyonu incelenmistir. En ylksek genetik
cesitlilik (H = 0.245 ve | = 0.366) ve polimorfizm (%70.59) olarak Gurpinar ekotiplerinde icerisinde
g6zlenmistir. Yabanci déllenen Medicago sativa'nin ekotip ve gesitler arasinda yuksek genetik cesitlilige sahip
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yonca, Medicago sativa, ISSR, genetik gesitlilik

Determination of Molecular Diversity with ISSR Markers in Some Cultivated
Alfalfa (Medicago sativa L.) Ecotypes

Abstract

The relationships among total 76 ecotypes of alfalfa (Medicago sativa L.), 70 landraces and 6 cultivars,
collected in Van and neighboring provinces were investigated in the present study. In the molecular method,
Twelve ISSR primers were used and 85 polymorphic bands were obtained. The genetic distances between
the ecotypes were expressed by Euclidean coefficients. The genetic variation among alfalfa ecotypes was
examined in 16 groups based on the localities, landraces and check cultivars. The highest genetic variations
and polymorphisms (H = 0.245, | = 0.366, and 70.59%) were found in Gurpinar localities. As a result, a high
genetic diversity was found out among the ecotypes and cultivars of allogamous Medicago sativa L.
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Giris

N Ikemizde toplam ekilen 16.581.603 ha alan al. 1988). Bolgede ylzyillardir tarimi yapilan

icerisinde 1.585.681 ha yem bitkileri ekimi
gerceklesmektedir. Yem bitkileri icerisinde
555.722 ha yonca ekim alani ile figden sonra
gelmektedir. Dogu Anadolu Bélgesi 585.433 ha
yem bitkileri ekim alaniyla ilk sirada yer alirken
bu alanin yaklasik %60’inda (348.407 ha)
yonca tarimi yapilmaktadir (Sabanci ve ark.
2010). Cok yilhk olmasi, yil igerisinde birden
fazla bigim vermesi, besleyici olmasi 6zellikleri
ile yonca (Medicago sativa L.) hayvan
beslenmesinde vazgecilmez bir yem bitkisidir.
Didnya UGzerinde 32 milyon hektar ekilen
yonca’nin orijini Kafkasya, Kuzeydogu Turkiye,
Kuzeybati iran ve Turkmenistan’dir (Michaud et
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yoncay! iyi tantyan ciftci elindeki tohumu strekli
muhafaza ettigi gibi ¢evre illerden de tohum
temin yoluna gitmistir. Dodu Anadolu
Bolgesi’nin  yoncanin gen merkezi olmasi
yaninda Van ili ve ilgelerinde cift¢inin elinde
bulundurdugu tohumlugun cesit gelistirmek ve
gen kaynagi olarak kullaniimasi g6z 6nlne
alinmalidir. Cesitlerin  karakterizasyonunda
morfolojik ve biyokimyasal belirteclerin yerine,
son yillarda DNA belirtegleri kullaniimaktadir.
Unverdi (2007)'nin bildirdigine gére Tanksley et
al. (1989), bitkilerde genetik iligkileri ortaya
cikarmak icin kullanilan ilk DNA igaretleyicisi
RFLP’dir  (Restricted Fragment Length
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Polymorphism: Kesilmis Parca Uzunluklar
Polimorfizmi). RFLP yénteminin maliyetinin cok
yuksek ve yavas olmasi, PCR temelli molekiler
isaretleyicilerin gelismesine sebep olmustur. Bu
yontemlerden bazilari, RAPD (Random
Amplified PolimorphicDNAs), AFLP (Amplified
Fragment Length Polimorphisms), SSR (Simple
Sequense Repeats) ve ISSR’dir (Intersimple
Sequence Repeats). Bu tekniklerden RAPD,
AFLP, SSR ve ISSR DNA isaretleyicileri, kultir
bitkilerinde genetik ¢esitliligin saptanmasinda
yogun olarak kullaniimaktadir (Ozcan ve ark.
2004). Bazi arastirmacilar ISSR ydnteminin de
yonca da akrabalik derecelerinin belilenmesinde
kullanilacagini bildirmislerdir (Touil et al. 2008;
Petolescu and Nedelea, 2009). Bu arastirma ile
yoncanin gen merkezi igcinde olan Van ilinde

ekimi yapilan ekotipler ve bazi tescilli ¢esitler
arasinda akrabalik derecelerinin belirlenmesi
amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Calisma materyali olarak Van ilinin degisik
yorelerinde kalturi yapilan yerel yonca
(Medicago sativa L.) gesitleri kullaniimis, ayrica
Ulkemizde ekimi yapilan alti cesit (Planet,
MA324, Kalender, Alsancak, El¢i ve Bilensoy-
80) denemede yer almigtir. Van ilinin Merkez,
Caldiran, Saray, Ozalp, Muradiye, Ercis, Catak,
Baskale, Gurpinar, Gevas ilgelerinde denizden
yuksekligi 1680-2353 m yukseltiler arasinda
olan kdylerden 62 yonca ekotipi (yerel cesit)
toplanmigtir. Ayrica Bitlis ilinin Ahlat ve Hizan
ilgelerinden saglanan 4 ekotip, Siirt ilinden temin

Cizelge 1. Calismada Kullanilan Yonca Ekotiplerine Ait Bilgiler
Table 1. Information about Alfalfa ecotypes used in this study

No il iice Koy No il iice Koy

1 Van Ozalp Aksurgug 36 Van Catak Kayabogazi
2 Van Ozalp Merkez 37 Van Catak Uzuntekne
3 Van Merkez Kirath 38 Van Catak Alacayar

4 Van Merkez Ercek 39 Van Catak Alacayar

5 Van Merkez Degirmenarki 40 Van Catak Alacayar

6 Van Merkez Tohumcu* 41 Van Catak Teknecik

7 Van Merkez Tohumcu* 42 Van Catak Adaclik

8 Van Caldiran Yukariyaniktas 43 Van Gevas Yuva

9 Van Caldiran Doyumalan 44 Van Gevas Merkez

10 Van Caldiran Kurtoglan 45 Van Gevas Kogak

11 Van Caldiran Bogulukaynak 46 Van Gevas Gorindu

12 Van Caldiran Salhane 47 Van Gevas Yemiglik

13 Van Caldiran Kilavuz 48 Van Gevas Abal

14 Van Caldiran incealan 49 Van Gevas Balaban

15 Van Bagkale Albayrak 50 Van Saray Caybagi

16 Van Bagkale Baris 51 Van Saray Degirmigol
17 Van Bagkale Merkez 52 Van Saray Sirmh

18 Van Bagkale Yolmagayir 53 Van Saray Degirmigol
19 Van Muradiye Merkez 54 Van Gurpinar Merkez

20 Van Muradiye Yenisehir mah. 55 Van Gurpinar Yukarikaymaz
21 Van Muradiye Yumakli 56 Van Gurpinar Koyunyatagi
22 Van Muradiye Yumakli 57 Van Gurpinar Degirmendizu
23 Van Ercis Taslicay 58 Van Gurpinar Bozyigit

24 Van Ercis Merkez 59 Van Gurpinar Degirmendizu
25 Van Ercis Merkez 60 Van Gurpinar Sakalar

26 Van Ercis Pay 61 Van Gurpinar Merkez

27 Van Ercis Keklikova 62 Van Gurpinar Bozyigit

28 Van Ercis Kozluca 63 Bitlis Ahlat Guzelsu

29 Van Ercis Karliyayla 64 Bitlis Ahlat Guzelsu

30 Van Ercis Merkez 65 Siirt Merkez Tarim il Md.
31 Van Ercis Karliyayla 66 Siirt Merkez Tarim il Md.
32 Van Ercis Tasevler 67 Van Merkez Kampus

33 Van Ercis Kocapinar 68 Van Merkez Kampus

34 Van Ercis Merkez 69 Bitlis Hizan Hizan

35 Van Ercis Kocapinar 70 Bitlis Hizan Hizan

* [lge merkezlerinde bulunan ve degisik kdylerden gelen tohumlari piyasaya siiren ticarethaneler
* The firms sell seeds come from different villages to the pazar and these firms are located in central of districts
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Cizelge 2. Calismada kullanilan Yonca Cesitleri
Table 2. Alfalfa genotypes used in this study

No Adi No Adi No
71 Elgi 73 Kalender 75 MA-324
72 Alsancak 74 Bilensoy-80 76 Planet

edilen 2 ekotip ve Yuzlncl Yil Universitesi
Kampus alaninda kendiliginden yetisen 2 ekotip
denemeye alinmistir. Tescilli ¢esitlerle birlikte
toplam 76 adet genotip incelenmistir.
Denemede kullanilan ekotiplere iligkin bilgiler
Cizelge 1’de verilmistir.

Populasyonu temsil edecek sekilde (her

populasyondan 15 bitki), DoyleandDoyle
(1987)'un bildirmis  oldugu metottaki
kiglk bir degisiklik ile CTAB

(hexadecyltrimethylammoniumbromide)
izolasyon ydntemine gore gergeklestirilmistir.
Spektrofotometre ile DNA 6rnekleri, 1 yl DNA +
100 pl su seklinde 100 kat sulandiriimis ve UV
spektrofotometre cihazinda 260 nm ve 280 nm
dalga boylarinda sirasiyla DNA igin ve protein
icin  absorbans  degerleri  o6lgtlmustdr.
DNA Olcimleri sonucunda ornek
konsantrasyonlarina ddH20O ilave edilerek 50
ng olarak seyreltilmistir (Anonim, 2010).

PCR reaksiyonu igin herbir PCR tipine
toplam 20 pl olarak ayarlanacak sekilde,
10Xbuffer (2.5 pl), 200 MMdNTP (2.0 pl), 50
mM MgCI? (0.75 pl), 5 mM of primer (1.0 pl), 1
U Tagpolimeraz (0.2 pl), 12.50 plsaf su ve 1 yl
(50 ng) DNA ilave edilmistir(Paredes et. al.,
2002). DNA ayrilma igin 92°C’de 4 dakika, 35
doéngl olmak lzere 92°C de 1 dakika, primer
baglanmasi i¢in sicakliklar Cizelge 3’de, uzama
icin 72°C’de 2 dakika ve 35 dongliden sonra
son uzama ic¢in 72°C'de 6 dakika PCR
reaksiyonu tamamlanmistir (Paredes et al.
2002; Reddy et al. 2002; Belaid et al. 2006;
Unverdi 2007; Petolescu and Nedelea 2009).

PCR drunleri, agoroz jel elektroforezinde
(%1.5 agoroz jelde 90 V’'da 1x TAE tamponu
icerisinde 3 saat kosturularak) molekuler
agirliklarina goére ayrimlanmis; ethidiumbromid
ile boyandiktan sonra bantlar, UV altinda
goérundr hale getirilip, genotiplerin olusturdugu
degisik bantlar, bant varligi (1) veya yoklugu (0)
seklinde belirlenmisti. Monomorfik bantlar
analiz digi birakilmistir (Sensoy 2005; Unverdi
2007; Alinca 2008). Genotipler arasindaki
genetik uzakliklar ise degisik benzerlik indeksi
katsayilari  (Oklid katsayisi) yardimiyla
belirlenmis ve dendrogramlar, agirlikli olmayan
aritmetik ortalama es grup metoduna (UPGMA:
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Unweighted Pair Group Method with Arithmatic
Mean) goére hazir paket programi NTSYSpc-
2.02k ile olusturulmustur(Rohlf, 1997).Yonca
ekotip ve gesitleri arasindaki genetik varyasyon,
ekotipleri bodlge ve c¢esit tiplerine gore
populasyonlara ayirarak ve POPGENE hazir
paket programi kullanilarak belirlenmistir (Yeh
et al. 1997; Labate 2000). POPGENE
programiyla Nei ve Shannon genetik gesitlilik
indeksleri ve polimorfizm oranlari belirlenmistir
(Yeh et. al., 1997).

Bulgular ve Tartigsma

ISSR primerleri sonucu %28.57 ile %78.57
arasinda polimorfizm elde edilmistir. Toplam
126 adet olan bantlarin 85'’i polimorfik olarak
elde edilmistir. Petolescu and Nedelea (2009)
Medicago sativa’nin bazi hat ve gesitlerinde
genetik  cesitliligi  belirlemek icin  ISSR
primerlerini (A12, A13, A17, A21 ve UBC818)
polimorfizm oranini %5.57 ile %66.79 arasinda
degistigini bildirmiglerdir.

ISSR primerleri kullanilarak akrabalik
derecesinin belirlenmesinde Oklid katsayisi
kullanilarak elde edilmis matris sonucu
genotipler arasindaki en yakin benzerlik
(2.24E+00 oklid katsayisi) 20 ile 21 numarali
Muradiye ekotipleri arasinda belirlenmistir.
Genotipler arasindaki en uzak benzerlik
6.00E+00 oklid katsayisi ile 50 numarall Saray
ekotipi ile 56 numaral Gurpinar ve 70 numarall
Hizan ekotipleri arasinda belirlenmisgtir.

Genotipler arasinda diger genotiplere
benzerligi ortalama olarak en ylksek olan
genotip 4.21E+00 6klid katsayisi degeriyle 16
numarali Bagkale ekotipi iken en dusUk olan
genotip 5.14E+00 oOklid katsayisi degeriyle 75
numarall MA-324 g¢esidi olarak belirlenmistir.

ISSR verileri sonucu Oklid matrisi katsayisi
ile elde edilen dendrogramin incelenmesiyle 8
ana ve 4 alt grup altinda incelemek mumkun
olmustur. 2 ve 7 numaral Van ekotipleri ile 73
numarall Kalender ve 75 numarali MA-324
cesitleri digerlerinden ¢ok farkli bir dallanma
gOstermigtir. Siirt ve Hizan ekotiplerinin timu ve
5 farkl ekotip A1 alt grubunda yer almistir. Elgi
(71), Alsancak (72) ve Planet (76) gesitleri ile 6
ekotip A2 grubunda goérulmektedir. Toplam 7
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Cizelge 3. ISSR primerleri ve elde edilen bazi degerler

Table 3. ISSR primers and results

Baglanma Polimorfik Toplam Polimorfik
Kod Dizilisi Sicakligi(°C) bant sayisi bant sayisi orani (%)
A12 (GA)CC 44 2 7 28.57
UBC-818 (CA)G 45 7 12 58.33
3X (AG)10C 61 9 11 81.82
4X (TC)10A 57 12 13 92.30
5X (AG)10 54 2 6 33.33
A2 (ACTG)s 56 16 16 100
A3 (GACA)s 55 9 12 75.00
A7 (AG)10T 55 2 5 40.00
A10 (CThoT 55 5 9 55.56
A13 (GT)sCC 44 11 14 78.57
A17 (GTG)sGC 38 5 10 50.00
A21 (CA)AC 41 5 11 45.45
Toplam 85 126

Cizelge 4. Yonca ekotipleri arasinda gruplar bazinda dlglilen bazi genetik varyasyon olgutleri
Table 4. Genetic diversity parameters of alfalfa ecotype groups

Ekotipler/Cesitler N* | % Polimorfizm
Van/Ozalp 2 0.117 0.170 28.24
Van/Merkez 5 0.171 0.255 47.06
Van/Caldiran 7 0.194 0.290 55.29
Van/Bagkale 4 0.109 0.162 29.41
Van/Muradiye 4 0.082 0.122 22.35
Van/Ercig 13 0.237 0.352 65.88
Van/Catak 7 0.193 0.288 55.29
Van/Gevas 7 0.215 0.317 57.65
Van/Saray 4 0.197 0.284 47.06
Van/Gurpinar 9 0.245 0.366 70.59
Bitlis/Ahlat 2 0.107 0.156 25.88
Siirt 2 0.058 0.085 14.12
Van/Kampls 2 0.083 0.121 20.00
Bitlis/Hizan 2 0.073 0.107 17.65
Tescilli gesit 6 0.237 0.348 61.18
Yerel gesitler 70 0.305 0.463 95.92
Butiin Ekotipler 76 0.274 0.428 100

*N= Populasyondaki genotip sayisi; H= Nei’'nin genetik cesitlilik indeksi; I= Shannon’un genetik gesitlilik indeksi

*N= Number of genotypes in population; H= Nei 's genetic diversity index; I= Shannon's genetic diversity index

adet olan Caldiran ekotiplerinin 6’si1 ve 5 adet
olan Bagkale ekotiplerinin 4’0 B1 alt grubunda
konumlanmiglardir. Ercis ekotiplerinin 9 adedi,
Muradiye ekotiplerinin 4 adedi ve Catak
ekotiplerinin 3 adedi B2 alt grubunda yer
almigtir. Birbirine en yakin 6zellik gésteren 20
ve 21 numarall Muradiye ekotiplerinin de B2 alt
grubunda oldugu gérulmektedir. K¢tk gruplar
olusturan C’de 3, D’'de 2 ve E’de 2 ekotip
bulunmaktadir.

Gurpinar ekotiplerinden 3 ve bir adet Ahlat
gesidinin de yer aldigi gorilmektedir. Van ve
Gurpinara ait 2 ekotipi G grubu olusturmus, H
grubunun Ercig’in 2, Gurpinar’in 2 ve bir Ahlat
ekotipini icine aldigi gérilmustar (Sekil 1).

252

ISSR verilerine gore elde edilen istatistiksel
varyasyon Olcutleri, degerlendirilen
ekotiplerdeki populasyon yapisinin bolgelere
bagli olarak farkllk igerdiklerini gdstermistir. En
yuksek genetik gesitlilik (H = 0.245 ve | = 0.366)
ve polimorfizm (%70.59) olarak Gdurpinar
ekotiplerinde icerisinde go&zlenmistir. Ercis
ekotipleri arasindaki genetik varyasyon
degerleri (H = 0.237, | = 0.352, polimorfizm
%65.88) de oldukga yiiksek bulunmustur. Yerel
cesitler arasinda H = 0.305, | = 0.463 ve
%95.92 polimorfizm orani ile H = 0.327, | =
0.348 ve %61.18 polimorfizm oranina sahip
tescilli gesitlerden genetik farkliliklarin oldukga
yuksek oldugu, tim ekotip ve tescilli cesitler
arasinda H = 0.274, | = 0.428 ve %100
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Sekil 1. ISSR belirtecleri ile akrabalik derecesinin belilenmesinde 6klid matrisi kullanilarak UPGMA ile elde

edilmis dendrogram.

Figure 1. Dendogram of genetic distances with ISSR markers between ecotypes by euclidean coefficients,

group average unweighted (UPGMA)
polimorfizm oraniyla genetik gesitliligin yUksek
oldugu gorulmustir (Cizelge 4).

Sonug

Calisma sonucunda birbirine ¢ok yakin
ekotip veya cesit tespit edilememistir. Yonca’'nin

(Medicao sativa L.) yabanci ddéllenmesi ve
tetraploid kromozom setine sahip olmasi
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genetik varyasyonun ylksek olmasina neden
olmaktadir.
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