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ARASTIRMA MAKALESi RESEARCH ARTICLE

Bazi1 Korunga (Onobrychis viciifolia) Cesit ve Popiilasyonlarinin Mikrosatellit Belirtecleri
Kullanilarak Genetik Karakterizasyonu*

Genetic Characterization of Sainfoin (Onobrychis viciifolia) Varieties and Populations Using
Microsatellite Markers

Selman OZKAN!, Behiye Banu BILGEN?**

Oz

Ulkemizin dzellikle I¢ ve Dogu Anadolu bblgelerinde yaygin bir sekilde yetistiriciligi yapilan korunga (Onobrychis viciifolia
Scop.) hayvan beslenmesinde, toprak yapisim iyilestirmede ve arilar i¢in nektar kaynagi olarak dnemli bir baklagildir. Bu
calismada iilkemizin tescilli gesitleri Ozerbey ve Liitfiibey’de, Kirsehir bolgesinden elde edilmis iki yerel populasyonda
(Kirsehir-1, Kirsehir-2) ve Bulgaristan’a ait Pleven populasyonunda 10 SSR lokusu kullanilarak ¢esit ve populasyonlarin
genetik yapisi incelenmistir. Caligmada kullanilan 10 SSR lokusunun tamami polimorfik olarak saptanmistir. Analiz edilen
91 ornekte toplam 68 allel tespit edilmistir. Genetik gesitlilik parametrelerinden, lokus basina diisen ortalama allel sayist
(Na=1.365), etkili allel sayis1 (Ne=1.348), Shannon Sabiti (I=0.322), Nei’nin genetik ¢esitlilik degeri (h=0.210) ve Nei’nin
tarafsiz cesitlilik degeri (uh=0.222) hesaplanmistir. Populasyonlarin genetik cesitliliginin biiyiik oranda (%92) populasyon
igerisinde oldugu, populasyonlar arasi ¢esitliligin ise ¢ok diisiik oldugu (%8) goézlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen
UPGMA dendrogramina gére birbirine yakin bulunan Ozerbey ve Liitfiibey bir grup, Pleven ve Kirsehir-2 ayr1 bir grup olarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar tiiriin genetik yapisi hakkinda 6nemli bilgiler vermistir.

Anahtar Kelimeler: Baklagiller, Genetik ¢esitlilik, Molekiiler belirtegler, Onobrychis viciifolia, SSR

Abstract

The sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.), which is widely grown in our country especially in the Central and Eastern Anatolian
regions, is used for animal feed, improving the structure of soil and nectar source for bees. In this study, genetic structure of two
cultivars (Ozerbey and Liitfiibey) and three populations (Pleven, Kirsehir-1 and Kirsehir-2) were investigated using 10 SSR loci.
All of the SSR loci used in the study were polymorphic. A total of 68 alleles were identified in 91 samples analyzed. Genetic
diversity parameters such as; mean number of alleles per locus (Na=1.365), effective allele number (Ne=1.348), Shannon
information index (I=0.322), Nei’s genetic diversity level (h=0.210), and Nei’s unbiased genetic diversity level (uh=0.222)
were calculated. It was observed that the genetic diversity of the populations was mainly due to within population variation
(92%) and the remaining portion was due to variation between populations (8%). According to the UPGMA dendrogram
obtained from the study, Ozerbey and Liitfiibey occurred in one cluster, Pleven and Kirsehir-2 populations occurred in the
second cluster. The results obtained from this study provided important information on the genetic structure of the studied
sainfoin populations.
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Extended Summary

The genus Onobrychis belonging to Fabaceae family includes approximately 130 species. Cultivated sainfoin
is an allotetraploid species (2 = 4x = 28). Eastern Mediterranean region and western Asia are the main biodiversity
centers for Onobrychis viciifolia. The sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.), which is widely grown in our country
especially in the Central and Eastern Anatolian regions, is used for animal feed, improving the structure of soil
and nectar source for bees. ‘Sainfoin’ word is originated from the two French words “sain” and “foin” that
means “healthy hay”. It is characterized by high contents of condensed tannins and these tannins support protein
digestion in some grazing animals. Moreover, sainfoin has anthelminthic effect due to containing tannins and
secondary compounds. In Turkey, around 70 sainfoin species are grown naturally and 27 of them are reported
to be endemic to our country. The molecular studies about genetic characterization, genetic diversity, molecular
phylogeny, transcriptome analysis, gene transfer, and cloning started rapidly in the 2000s. Many researchers have
carried out different studies (agro-morphological, biological, cytological, phenological, genetic characterization,
gene transfer etc.) in various countries with the sainfoin. Although there are not enough number of microsatellite
markers specifically designed for Onobrychis species, there are some studies in the literature about the genetic
characterization of sainfoin genotypes with the use of markers designed for other legume species. Generally AFLP,
SSR, ISSR, RAPD, ITS region, trnL-trnF region and SRAP markers designed for other legume species mainly
used for molecular studies in sainfoin populations. Kempf et al. (2016) reported new novel SSR markers firstly
in diverse sainfoin germplasm and then these SSR markers are being used in genetic diversity studies. The main
aims of our study were (1) to determine the genetic structure of the studied sainfoin cultivars and populations by
SSR analysis; (2) to estimate the genetic diversity parameters; (3) to compare acquired information about genetic
diversity with the other studies in the literature.

Fresh leaves of around 20 individuals from each of the varieties (Ozerbey and Liitfiibey) and populations
(Pleven, Kirgehir-1, and Kirsehir-2) of O. viciifolia were used for DNA extraction. Fresh leaves were stored at
-80°C until DNA isolation. The leaves belonging to individuals of each population was ground with a ball mill
before DNA isolation. Total genomic DNA was isolated by Doyle and Doyle (1990) CTAB based protocol with
slight modifications. The DNA in samples was quantified with Qubit® 2.0 Fluorometer and also controlled by
electrophoresis on 1% agarose gels. The extracted DNA samples stored at +4°C for further use. In this study,
genetic structure of two varieties and three populations were investigated using 10 SSR loci (OVK036, OVK 094,
OVK125, OVMO033, OVK161, OVM125, OVK046, OVMO061, OVK 174, and OVK101) selected from developed
101 microsatellite markers (SSRs) specific to O. viciifolia from the study of Kempf et al. (2016). M 13 tail protocol
developed by Schuelke (2000) was used because of its economical nature for the determination of PCR fragment
size. M 13 primers were 5’ end-labeled with fluorochromes (PET, NED, VIC, and FAM). The PCR amplifications
were performed as described in Kempf et al. (2016). The DNA amplifications by PCR were carried out by using the
Applied Biosystems® ProFlex™ PCR System Thermal Cycler. Amplified allele fragments were separated using a
3500 Genetic Analyzer and their size was determined with GeneMapper software version 5.0. For the analysis of
SSR data, allelic frequencies, effective numbers of alleles (N ), polymorphism level, Shannon’s information index
(I), Nei’s genetic diversity level (h and uh) and polymorphic information contents (PIC) were calculated using the
software GenAIEx Version 6.3 (Peakall and Smouse, 2006) and (Roldan-Ruiz et al. 2000). Cluster analysis was
performed by using the unweighted pair group method (UPGMA). UPGMA tree was constructed by Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0 (MEGAG6) software (Tamura et al., 2013).

All of the SSR loci used in the study were polymorphic. Using 10 SSR, 68 alleles with a mean of 6.8 alleles per
population and locus were identified in 91 samples analyzed. Considering five studied sainfoin groups, OVK046
has the highest number of alleles (11 alleles) and the locus OVK174 has the lowest number of alleles (three
alleles). OVK161 has 9 alleles, OVK036 and OVK094 have 8 alleles, OVM033 and OVMO061 have 7 alleles,
OVK101 has 6 alleles, OVK125 has 5 alleles, OVM125 has 4 alleles. There were totally 16 private alleles in
studied sainfoin varieties and populations. Ozerbey has one private allele for OVK 101, Liitfiibey has two private
alleles for OVK036 and OVK161. Pleven has seven private alleles for OVK036, OVK094, OVMO033, OVK046,
OVMO61, OVK174 and OVK101, Kirsehir-1 has 2 private alleles for OVK036 and OVK046, and Kirsehir-2 has
4 private alleles for OVK094, OVMO033, OVK161 and OVK046. When we consider all of the studied sainfoin
individuals, the overall mean PIC (polymorphic information contents) value of studied SSR loci was estimated as
0.210. The highest mean PIC value was observed in OVK125 primer. The lowest mean PIC value was observed
in OVK161 primer. PIC estimation results in both this study and Kempf et al. (2016) study were consistent with
each other.

Genetic diversity parameters such as; mean number of alleles per locus (N =1.365), effective allele number
(N,=1.348), Shannon information index (I=0.322), Nei’s genetic diversity level (h=0.210), and Nei’s unbiased
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genetic diversity level (uh=0.222) were calculated. Overall mean Shannon’s Information index (I) was estimated
as 0.322, the highest in Pleven population (0.385) and lowest in Kirsehir-1 population (0.251). The highest Nei’s
(1987) unbiased genetic diversity (uh) level was calculated as 0.269 in Pleven population, whereas the lowest value
was 0.170 in Kirgehir-1 population. It was observed that the genetic diversity of the populations was mainly due to
within population variation (92%) and the remaining portion was due to variation between populations (8%). The
AMOVA result shows that there is a wide range of genetic diversity within the populations. Nei’s (1987) genetic
similarity coefficient ranged from 0.943 (Pleven-Kirsehir-1) to 0.982 (Ozerbey-Liitfiibey) among all possible
population pairs. When all population pairs were taken into consideration, the mean genetic distance value was
0.038 and the mean genetic similarity value was calculated as 0.963. According to the UPGMA dendrogram
obtained from the study, Ozerbey and Liitfiibey occurred in one cluster, Pleven and Kirsehir-2 populations occurred
in the second cluster. According to the results obtained, it is seen that Kirgehir-1 population is genetically diverse
slightly than the other sainfoin varieties and populations.

Allelic richness and availability of population-specific alleles (private alleles) are the important basic diversity
measurement tools. Determined high level of private alleles and allelic richness may be regarded as a clear
expression of genetic diversity of individuals. Genetic characterization of existing germplasm is significant in
order to conserve sainfoin genetic resources, reveal genetic potential and provide new alternative approaches for
further breeding programs. The results obtained from this study provided important information on the genetic
structure of the studied sainfoin populations. The SSR primers used in this study were first SSR primers which
are specific to O. viciifolia (Kempf et al. 2016). This study, which we used sainfoin specific SSR loci, provided
information about the genetic diversity of the species, inter and intra population variation, and also will be the
significant reference for subsequent studies. It will also inform us about the genetic structure of the species and
guide us to the biodiversity that sainfoin have. With the molecular studies, we can reveal the hidden information
in the genomes of plants that can be grown especially at marginal habitats, therefore the breeding studies based on
the genetic structure knowledge of studied species will be planned in order to develop new varieties or cultivars.
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Insanoglunun dengeli, yeterli ve saglikl1 beslenebilmesi bakimindan hayvansal kaynakli gidalar biiyiik énem arz
etmektedir. Hayvansal {irlinlerin liretim agamasinda yapilan masraflarin %70°lik gibi biiyiik bir kismin1 olusturan
yem ve besleme masraflari, igletmenin karliligin1 6nemli bir 6l¢iide etkilemektedir. Bu nedenle hem nispeten daha
ucuz hem de ruminant hayvanlarin sindirim faaliyetlerini olumlu yonde etkileyen kaba yemler ve kaba yemleri
olusturan bitkiler biiyiik 5nem arz etmektedir (Ozkan ve Demirbag, 2016). Korunga (Onobrychis viciifolia Scop.),
Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait, farkli ekolojik kosullarda yetisebilen, yabanci doéllenen faydali ¢ok yillik
bir yem bitkisi tiiriidiir (Elgi, 2005). Korunganin yayilma alani igerisinde yer alan {ilkemizde 70 kadar korunga tiirii
dogal olarak yetismektedir ve tespit edilen bu tiirlerden 27 tanesinin endemik tiir oldugu bildirilmistir (Aktoklu,
1995; Acikgdz, 2001). Ulkemizde en fazla korunga yetistiriciligi Dogu Anadolu ve I¢ Anadolu bdlgelerimizde
yapilmaktadir. Kirag ve kiregli toprak yapisindaki alanlarda yetistirilebilecek en uygun yem bitkisi olan korunga,
ot kalitesi ve hayvan performansi agisindan verimli olmasi, hayvanlarda sisme yapmamasi, yapay meralarda ve/
veya 1slah ¢alismasi yapilan meralarda genis bir kullanim alaninin bulunmasi, igerdigi tanenler ve ikincil bilegikler
nedeniyle antihelmintik etki gdstermesi, igerdigi yiiksek miktardaki nektar ve polen nedeniyle iyi bir ar1 merasi
olarak islev gdrmesi gibi birgok dzellik bakimindan énemli bir bitkidir (Tosun, 1992; Ozbek, 2011; Ozalp ve
Temel, 2016).

Korunga bitkisi ile ilgili molekiiler ¢calismalar 2000°1i yillarda gelisen teknoloji ile hizlanmistir. Onobrychis
tiirii icin spesifik olarak dizayn edilmis mikrosatellit belirtecleri yayinlanana kadar diger baklagil tiirlerinde dizayn
edilmis belirteclerin korunga tiirlerinde denenmesine yonelik ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Carbonero (2011)
tarafindan yapilan tez calismasinda, 291 farkli korunga aksesyonu hem morfolojik hem de molekiiler tabanl
olarak arastirilmistir. Aksesyonlar arasi ¢esitliligin belirlenmesi icin AFLP ve SSR belirtegleri kullanilmistir. Tiiriin
molekiiler yapisi ve gesitliligi ile ilgili ilkemizde yapilan ¢alismalarin basinda, Avci ve ark. (2014) tarafindan
Tiirkiye’den 6rneklenen 58 Onobrychis taksonu iizerinde yapilan ¢alismada yakin akraba tiirlerine ait 95 SSR
lokusu denenmis, bu lokuslardan 14 tanesi genetik cesitliligin belirlenmesi amaci ile kullanilmigtir. Demdoum ve
ark. (2012) tarafindan yapilan arastirmada Medicago trancatula’dan secilen 24 SSR primeri ve Glysine max’dan
secilen 3 SSR primeri kullanilarak 23 korunga aksesyonunda genetik benzerlik oran1 belirlenmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda; farkli korunga gesit ve populasyonlarinin SSR lokuslari agisindan genetik yapilari
ortaya konulmus, ¢alisilan ¢esit ve populasyonlarin genetik parametrelerinin tahmin edilmesi ile genetik ¢esitlilik
diizeyleri belirlenmis ve belirlenen genetik cesitlilik diizeyleri literatiirde mevcut olan diger ¢aligmalarla
karsilastirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglarin yiiksek adaptasyon kabiliyeti ve performansa sahip yeni
korunga cesitlerinin gelistirilmesinde kullanilacak en uygun 1slah stratejilerinin belirlenmesinde 1slahgilara
yardimet olacag diisiiniilmektedir.

Materyal ve Yontem
Bitki materyali
Bu ¢alismada, bitki materyali olarak iilkemizin tescilli 2 korunga gesidi (Ozerbey ve Liitfiibey) ve biri yurtdist
kaynakli (Pleven populasyonu) diger ikisi yurti¢i kaynakli (Kirgehir-1 ve Kirsehir-2 populasyonlari) 3 korunga
populasyonu kullanilmigtir.

DNA izolasyonu

Korunga (O. viciifolia) bitkisinden saf DNA elde etmek igerdigi yiiksek tanen ve ikincil bilesikler nedeniyle
giiclesmektedir. Kaliteli ve iyi miktarda DNA izolasyonu yapabilmek i¢in ¢alismada birden ¢ok izolasyon metodu
ve modifikasyonlari denenmistir (Doyle ve Doyle, 1990; Souza ve ark., 2012; Healey ve ark., 2014). DNA
izolasyonu optimizasyonlar1 sonucunda Doyle ve Doyle (1990) metodu bazi modifikasyonlarla kullanilmistir.
Tarladan toplanan gesit ve populasyonlara ait geng ve taze yaprak ornekleri Retsch® MM4000 homojenizator
yardimiyla ezilmis, ardindan DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen DNA 6rneklerinin kalite ve miktar
tayinleri Nanodrop®1000 spektrofotometre cihazi yardimiyla Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda ve Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisii Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda yapilmis ve %1°lik agaroz jel i¢inde 1X TBE tamponunda 90 Voltta 45 dk yiiriitiilerek UV 151k
altinda Gel Imaging System Vilber Lourmat Quantum ST5 ile goriintiilenmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri PCR
islemleri yapilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

SSR analizleri

Bu caligmada kullanilmak iizere belirlenen 10 SSR primeri Kempf ve ark. (2016) tarafindan korungaya spesifik
olarak ilk gelistirilen 101 SSR primeri i¢inden se¢ilmistir. Calismada, ekonomik olmasi sebebiyle Schuelke (2000)
tarafindan gelistirilen M 13 primer isaretleme yontemi kullanilmistir. DNA amplifikasyonlari, SSR primerleri i¢in
PCR analizleri Kempf ve ark. (2016)’nin ¢aligmasindaki reaksiyon kosullarinda ve PCR dongiilerinde denenmis,
ayrica laboratuvar sartlarimiza uygun gerekli optimizasyonlar1 yapilmistir. PCR bantlarinin istenilen bdlgede olup
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olmadigini ve spesifik baglanmalarin olup olmadigini kontrol etmek igin %2’lik agaroz jelde 1X TBE tamponunda
110 Voltta yaklasik 120 dk yiiriitiilmiistiir. Bantlar UV 1s1k altinda Gel Imaning System Vilber Lourmat Quantum
STS ile goriintiilenmistir. Elde edilen PCR {iriinlerinin DNA parga (fragment) biiyiikliiklerini belirlemek igin hizmet
alimi yapilmigtir. Calisilan gesit ve populasyonlardaki 6rneklerden DNA par¢a (fragment) analizlerinin sonuglart
laboratuvarimizda GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems) yazilimi ile degerlendirilmis ve primerlerin
sahip oldugu allellerin biiytikliikleri tespit edilmistir. Verilerin istatistiki analizleri ¢esit ve populasyonlarin genetik
yapisint belirleyebilmek i¢in her birinde, polimorfik lokuslar ve yiizdeleri, polimorfik lokuslarda gézlenen allel
sayisi (Na), etkili allel sayst (Ne), Nei (1987)’nin genetik ¢esitlilik degeri (h), Nei (1987)’nin tarafsiz genetik
cesitlilik degeri (uh), Shannon sabiti (I) ve standart hatalar1 hesaplanmistir. Polimorfik bilgi igerigi (PIC) Roldan-
Ruiz ve ark. (2000)’nin gelistirdikleri formiil kullanilarak hesaplanmustir. Istatistiki analizler i¢in elde edilen
veriler GenAlEx (Version 6.5) (Peakall ve Smouse, 2006) istatistik yazilim programi kullanilarak yapilmistir.
Basamakli mutasyon modeline gére molekiiler varyans analizinde (AMOVA) GenAlEx (Version 6.5) istatistik
programindan yararlanilmistir. Nei’nin populasyonlar arasindaki genetik farklilagsma diizeyini tespit etmek igin
Nei’'nin tarafsiz genetik mesafe ve benzerlik katsayilari hesaplanmistir (Nei, 1987). Sonuglarin daha anlagilir
bir sekilde sergilenebilmesi i¢in Nei’nin tarafsiz genetik mesafe katsayist ve UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Average) kiimelendirme yontemi kullanarak bir dendrogram olusturulmustur (Sneath ve
Sokal, 1973). Bu dendrogramin olusturulmasinda MEGA6: Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version
6.0 programindan yararlanilmigtir (Tamura ve ark., 2013). polimorfik olarak saptanmis ve primerlere ait bilgiler
Cizelge 1’de verilmistir.
Cizelge 1. Caliymada kullamilan 10 SSR primerine ait genetik parametreler

Table 1. Genetic parameters of 10 SSR primers used in the study

Primer Ort. PIC  Min. PIC Maks. PIC  NoA I}\’Ir(:\l/A Ort. AF Min. AF Maks. AF  Bant Aralig1
OVKO036 0.193 0.095 0.492 8 3 0.267 0.05 0.875 141-173
OVK094 0.194 0.095 0.487 8 2 0.128 0.05 0.421 234-257
OVKI125 0.296 0.1 0.494 5 0 0.377 0.053 1 196-212
OVMO033 0.241 0.095 0.5 7 2 0.207 0.05 0.722 306-324
OVKI161 0.147 0.095 0.5 9 2 0.131 0.05 0.75 206-274
OVM125 0.293 0.095 0.5 4 0 0.345 0.05 0.8 167-181
OVKO046 0.215 0.095 0.5 11 3 0.23 0.05 0.9 128-172
OVMO61 0.208 0.095 0.494 7 1 0.297 0.05 0.947 151-179
OVK174 0.245 0.117 0.499 3 1 0.439 0.063 1 247-252
OVK101 0.154 0.095 0.488 6 2 0.113 0.05 0.632 360-388

(PIC=Polimorfik bilgi igerigi, Ort.= Ortalama, Min.=Minimum, Maks.=Maksimum, NoA=Gozlenen allel
sayis1, NoA Priv.=Populasyona 6zgii allel sayisi, AF=Allel frekansi)

Bulgular

Calisilan biitiin populasyonlar1 bir biitiin olarak degerlendirdigimizde 10 SSR primerinin tamami Calisilan
O. viciifolia g¢esit ve populasyonlarinda kullanilan 10 SSR lokusu i¢in toplam 68 allel tespit edilmistir. Bu
calismada kullanilan her bir lokusdaki allellerin, arastirilan tiim populasyonlara gére dagilimlarina bakildiginda
bazi allellerin yalnizca bir populasyona 6zgii allel oldugu (private allel) gézlenmistir. Populasyona 6zgii alleller
(private allel) Ozerbey cesidinde 1 allel, Liitfiibey cesidinde 2 allel, Pleven populasyonunda 7 allel, Kirsehir-1
populasyonunda 2 allel ve Kirgehir-2 populasyonunda 4 allel olarak tespit edilmistir. Analiz edilen biitiin 6rnekler
ele alindiginda ortalama Shannon sabiti (I) 0.322+0.014 olarak tespit edilmistir. Shannon sabiti (I), 0.385 degeri
ile en yiiksek Pleven populasyonunda, 0.251 degeri ile en diisiik Kirgehir-1 populasyonunda hesaplanmistir. Nei
(1987)’nin genetik gesitlilik (h) ve tarafsiz genetik ¢esitlilik degeri (uh) her cesit ve populasyon igin ayr1 ayri
hesaplanmistir. Nei (1987)’nin genetik cesitlilik degeri (h) ortalama 0.210+0.010 olarak hesaplanmuis, en yiiksek
deger Pleven populasyonunda (0.252), en diisiik deger ise Kirsehir-1 populasyonunda (0.161) gézlenmistir. Nei
(1987)’nin tarafsiz genetik cesitlilik degeri (uh) ortalama 0.222+0.011 olarak hesaplanmis, en yiiksek deger
Pleven populasyonunda (0.269), en diisiik deger ise Kirsehir-1 populasyonunda (0.170) belirlenmistir (Cizelge
2). Calismada kullandigimiz 10 SSR belirtecine ait ortalama polimorfik bilgi icerigi (PIC) degeri, populasyon
bazinda degerlendirdigimizde, Ozerbey gesidinde 0.220, Liitfiibey ¢esidinde 0.202, Pleven populasyonunda 0.252,
Kirsehir-1 populasyonunda 0.161 ve Kirsehir-2 populasyonunda ise 0.213 olarak hesaplanmistir. Analiz edilen
tiim 6rnekleri bir biitiin olarak ele aldigimizda ortalama PIC degeri 0.210 olarak tespit edilmistir (Cizelge 2).

55



Ozkan & Bilgen
Bazi Korunga (Onobrychis viciifolia) Cesit ve Popiilasyonlarinin Mikrosatellit Belirtegleri Kullanilarak Genetik Karakterizasyonu

Cizelge 2. Korunga cesit ve populasyonlarina ait genetik cesitlilik parametreleri
Table 2. Genetic diversity parameters of sainfoin varieties and populations

Cesit ve

Populasyonlar N AS Na Ne I h uh PIC
1.338 1.373 0.332 0.22 0.232

Ozerbey 19 46 (£0.114)  (20.045) (+0.034) (0.024) (0.025) 0.22
1.294 1.333 0.311 0.202 0.214

Liitfiibey 18 44 (£0.117)  (20.042) (+0.032) (£0.023) (£0.024)  0.202
1.603 1.421 0.385 0.252 0.269

Pleven 16 55 (+0.096) (£0.043) (#0.030) (£0.022) (£0.023) 0.252
1.147 1.264 0.251 0.161 0.17

Kirsehir-1 20 39 (#0.121)  (+0.041) (+0.032) (+0.022) (£0.023)  0.161
1.441 1.347 0.329 0.213 0.225

Kirksehir 2 18 49  (0.110)  (£0.041) (+£0.031) (+£0.022) (£0.023) 0213
18.2 1.365 1.348 0.322 0.21 0.222

Ortalama (£0.072)  46.6  (£0.050) (#0.019) (£0.014) (£0.010) (£0.011) 0.21

(N = ornek sayisi, AS = Toplam allel sayisi, Na = lokus basina diisen ortalama gézlenen allel sayisi, Ne = etkili
allel sayisi, I = Shannon sabiti, h = Nei (1987)’nin genetik ¢esitlilik degeri uh = Nei (1987)’nin tarafsiz genetik
cesitlilik, PIC = Polimorfik bilgi icerigi, + standart hata)

Basamakli mutasyon modeline gore yapilan varyans analizi (AMOVA) sonuglarina gore ¢alisilan bes korunga
cesit ve populasyonu arasindaki varyasyonun biiyiik oranda (%92) populasyonlar igerisinde oldugu, populasyonlar
arasi ¢esitliligin diisiik oldugu (%8) gozlenmistir (FST=0.076). Elde edilen sonu¢ korunga populasyonlari
icerisinde genis bir genetik cesitliligin oldugunu gostermektedir. Nei’nin tarafsiz genetik benzerlik ve genetik
farklilik katsayis1 kullanilarak populasyonlar arasi genetik farklilasmanin diizeyi belirlenmistir (Nei 1987). Calisma
kapsaminda kullanilan 10 SSR lokusuna ait bilgilere dayanarak elde edilen genetik benzerlik ve genetik mesafe
degerleri Cizelge 3’de gosterilmistir. Genetik benzerlik degerleri 0.943 ile 0.982 arasinda degisim gostermektedir.
En yiiksek genetik benzerlik degeri Ozerbey ve Liitfiibey cesitleri arasinda, en diisiik genetik benzerlik degeri
ise Pleven ve Kirsehir-1 populasyonlari arasinda hesaplanmistir. Tiim populasyon ciftleri goz oniine alindiginda
ortalama genetik mesafe degeri 0.038 ve ortalama genetik benzerlik degeri 0.963 olarak hesaplanmistir. Caligmada
kullanilan korunga ¢esit ve populasyonlarindaki genetik farklilagsmanin gorsel bir grafik {izerinde goriilmesi igin
Nei (1987)’nin genetik mesafe degerleri UPGMA kiimelendirme yontemi ile siniflandirilmis ve dendrogram
olusturulmustur (Sekil 1).

Cizelge 3. O. viciifolia ¢esit ve populasyonlar: arasinda Nei (1987)’ye gore hesaplanan genetik benzerlik ve genetik mesafe degerleri
(sol alt diyagonal: genetik benzerlik, sag iist diyagonal: genetik mesafe degerleri)

Table 3. Genetic similarity and genetic distance values calculated according to Nei (1987) between species and populations of O.
viciifolia (left lower diagonal: genetic similarity values, right upper diagonal: genetic distance values)

Cesit ve Populasyonlar Ozerbey Litfibey Pleven Kirsehir-1 Kirsehir-2
Ozerbey ok 0.018 0.039 0.055 0.032
Liitfiibey 0.982 ook 0.031 0.047 0.037

Pleven 0.961 0.969 Hokk 0.058 0.025
Kirsehir-1 0.947 0.954 0.943 ook 0.037
Kirgehir-2 0.968 0.964 0.976 0.964 ok
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Sekil 1. O. viciifolia ¢esit ve populasyonlarinin Nei’nin (1987) genetik mesafe degerlerine gore olusturduklar: dendrogram

Figure 1. Dendrogram constructed using Nei’s (1987) genetic distance values for O. viciifolia varieties and populations

Tartisma ve Sonug¢

Korunga ile ilgili daha 6nce yapilan ¢aligmalara bakildiginda; tiirtin agronomik, fizyolojik ve morfolojisi iizere
birgok aragtirma literatiirde mevcuttur. Ancak tiiriin molekiiler genetigi ile ilgili calismalar nadirdir. Fakat gelisen
teknoloji ve bilimdeki yeniliklerle birlikte 2000°’li yillardan sonra molekiiler ¢aligmalarin ivme kazandig1 lakin yine
de sinirli sayida calisma oldugu goriilmiistiir. Yapmis oldugumuz ¢aligmada kullanilan 10 SSR lokusu, ¢alisilan bes
korunga populasyonu bir biitiin olarak ele alindiginda hepsi polimorfik olarak tespit edilmistir. Caligmamizda 10
SSR lokusundan toplam 68 allel belirlenmis, primer bagina ortalama allel sayis1 6.8 olarak hesaplanmistir. Benzer
genetik caligmalarla karsilastirildiginda; Kempf ve ark. (2016)’nin 29 farkli aksesyondan 32 farkli bireyde 400
primer ile yaptiklar1 calismada, polimorfik 101 primer belirlenmis, 1159 allel tespit edilmis, 1154’1 polimorfizm
gostermistir. Kempf ve ark. (2016)’nin ¢caligmasinda primer basina ortalama allel sayis1 11.4 olarak ve lokus basina
diisen allel say1s1 2 ile 21 arasinda bildirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan SSR primerleri Kempf ve ark. (2016)’nin
calismasindan secilmis ve elde edilen sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Aver ve ark. (2014)’nin 58
Onobrychis taksonundan 6rneklenen bireylerde yapilan ¢aligmasinda bezelye ve yoncadan gelistirilen belirtecler
kullanilarak analizler yapilmis ve 18 SSR belirtecine ait 79 lokus ve 725 allel bildirilmistir. Ayrica bu calismada
lokus basina diisen allel sayis1 9.18 olarak belirtilmistir. Demdoum ve ark. (2012)’nin yaptiklar1 ¢caligmada genetik
kargilagtirma, M. trancatula ve G. max tiirlerine ait 27 EST-SSR primeri kullanilarak yapilmistir. Bu calismada
kullanilan 27 EST-SSR primerinin 22 tanesinin (%81) korungada PCR ¢ogaltiminin yapilabildigi ve 14 tanesinin
polimorfik oldugu bildirilmigtir. Ayn1 ¢aligmada genetik yapinin belirlenmesi i¢in segilen 6 SSR belirtecinde
toplam 35 allel, lokus basina diisen allel sayis1 5.83 olarak tespit edilmistir.

Tetraploid tiirlerde SSR allellerinin hangi oranlarda bulundugunun (dozaj) belirlenmesi zordur. Kapiller
elektroforez kullanilarak elde edilen SSR allelerinin dozajlarini belirlemek eger birey belirli bir SSR lokusunda
4 farkl allelden daha az allel tasiyorsa genellikle imkansizdir. Geleneksel olarak hesaplanan PIC degeri formiilii
(Botstein ve ark., 1980) diploid tiirler i¢in gelistirilmistir. Tetraploid tiirler igin farkli allel (1-4 allel) dozlarindan
dolayi allellerin varligindan veya yoklugundan yola ¢ikarak allel frekans1 hesaplanmasi giigtiir. Bu nedenle diploid
tirler igin gelistirilen formiiller korunga gibi tetraploid tiirlerde kullanilamamaktadir. Bu nedenle, tetraploid
tirler i¢cin PIC degeri, her bir allellin var/yok sayimi goz oniine alinarak olusturulmus Roldan-Ruiz ve ark.
(2000)’in gelistirdigi formiil ile hesaplanmaktadir. Bu formiile gore ulagilan maksimum PIC degeri 0.5°dir, bu
da populasyonun %50’sinde bulunan allellere kargilik gelir. Kii¢iik PIC degeri, ya bol bulunan allel ya da nadir
allellere karsilik gelir (Kempf ve ark. 2016). Kempf ve ark. (2016) 101 SSR lokusunda ortalama PIC degerini 0.14
(OVK141) ile 0.36 (OVK101) arasinda saptamistir. Calismada en diisiik PIC degerinin 0 (OVK042, OVK172,
OVMO031, OVMO072 ve OVM100) ile 0.17 (OVK131) arasinda, en yliksek PIC degerinin ise 0.3 (OVK172)ile 0.5
(16 farkl lokus) arasinda oldugu hesaplanmistir. Bu ¢alisma da elde edilen sonuglar ile Kempf ve ark. (2016)’nin
calismasindaki PIC degerleri birbiri ile uyumludur (Cizelge 1). Demdoum ve ark. (2012)’nin yaptiklar1 arastirmada
Medicago trancatula ve Glysine max’dan gelistirilen 6 primere ait PIC degerleri 0.45 ile 0.85 (ortalama 0.72)
arasinda bulunmustur. Zarrabian ve Majidi (2015) tarafindan 33 Onobrychis tiiriine ait 102 aksesyon iizerinde
yapilan ¢alismada 22 ISSR primerine ait PIC degerleri 0.34 ile 0.47 arasinda hesaplanmistir. Bhattarai (2017)
yaptig1 tez ¢aligmasinda farkli iilkelerden 38 korunga aksesyonunda 5 AFLP primeriyle yaptig1 ¢alismada PIC
degerini 0.126 ile 0.196 arasinda hesaplamistir. Caligmada AFLP belirteclerinin dominant bir belirte¢ olmasi ve bu
nedenle homozigot ve heterozigot alelleri ayirt edememesine ragmen, genetik ¢esitlilik ve genotipler arasindaki
iliskileri bilinen tiirlerde yeterli genomik bilgi yoklugunda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Calisilan lokuslardaki genetik gesitliligin en temel dlgiilerinden biri allellik zenginligin ve populasyona 6zgii
allellerin belirlenmesidir. Populasyonlarda belirlenen ¢ok sayida populasyona &zgii allel, bireylerin genetik
farkliligimin agik¢a bir ifadesi olarak kabul gorebilir. Calismamizda tiim primerlerde populasyonlara 6zgii
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(private) allel tespit edilmistir. Kempf ve ark. (2016)’nin ¢alismasinda 101 SSR primerine ait 250 adet bireye
0zgii (private) allel tespit edilmistir. Kempf ve ark. (2016)’nin ¢alismasinda (bu ¢aligmada ortak olarak kullanilan)
10 SSR primeri i¢in toplam 18 bireye 6zgii allel belirlenmistir. Kempf ve ark. (2016)’nin ¢alismasinda OVK036
primerinde populasyona 6zgii allel gdzlenmezken, bizim ¢alismamizda toplam 3 adet populasyona 6zgii (private)
allel tespit edilmistir.

Calisilan cesit ve populasyonlar icin genetik ¢esitlilik parametrelerinden bir tanesi olan Shannon sabiti (I)
en yiiksek Pleven populasyonunda (0.385%0.030), en diisiik ise Kirsehir-1 (0.251£0.032) populasyonunda
hesaplanmuistir. Nosrati ve ark. (2012)’nin farkli bélgelerden topladiklari 5 yabani korunga populasyonunda 5 RAPD
primerleriyle yaptig1 calismada, I degeri 0.364 ile 0.461 arasinda hesaplanmistir. Nosrati ve ark. (2016)’nin ISSR
primerleri ile yaptiklari caligmada, I degeri 0.181 ile 0.277 arasinda hesaplanmistir. Zarrabian ve ark. (2013)’nin 46
Iran ve 34 egzotik olmak iizere toplam 80 korunga aksesyonunda yaptig1 calismada I degeri 0.33 ile 0.57 arasinda
hesaplanmus, en fazla cesitliligin Iran grubu Zagros Daglarinda (0.44), egzotik bdlge aksesyonlarindan Asya ve
Dogu Avrupa aksesyonlarinda (0.45) oldugu belirlenmistir. Calismanin sonuglarina bakildiginda Avrupa’daki
korunga aksesyonlarinin Asya ve Dogu Avrupa arasindaki bir bolgeden geldigi hipotezinin desteklendigi
goriilmiistiir.

Bu ¢alisma kapsaminda hesaplanan Nei’nin genetik ¢esitlilik degeri (h) 0.161 (Kirsehir-1) ile 0.252 (Pleven)
arasinda hesaplanmustir. Hejrankesh ve ark. (2014)’nin 10 Iran yerel korunga gesitlerinde 90 RAPD belirteci ile
yaptiklari ¢aligmada, h degeri 0.300 ile 0.343 arasinda bildirilmistir. Nosrati ve ark. (2016)’nin ISSR belirte¢leriyle
5 Iran populasyonunda yaptiklar1 ¢aligmada, h degerinin 0.118 ile 0.179 arasinda oldugu bildirilmistir. Nosrati
ve ark. (2012)’nin RAPD primerleriyle 5 korunga populasyonunda yaptiklari ¢alismada h degeri 0.246 ile 0.318
arasinda bulunmustur. Aver ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada Nei’nin genetik ¢esitlilik degeri 0.140
ile 0.307 arasinda hesaplanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglart benzer ¢aligmalarla mukayese ettigimizde
calisilan populasyon sayilarinin ve belirteg tipinin farkli olmasi h degerinin bazi ¢alismalardan yiiksek/diisiik veya
yakin olarak hesaplanmasini saglamistir.

Basamakli mutasyon modeline goére elde edilen verilerin incelenmesiyle yapmis oldugumuz molekiiler varyans
analizi (AMOVA) sonuglarina gore, ¢alisilan bes korunga gesit ve populasyonlari arasindaki genetik ¢esitlilik
%92 oraninda populasyonlar icerisindedir. Hejrankesh ve ark. (2014)’min Iran yerel gesitlerinde yaptiklari
caligmada molekiiler varyans analizi sonuglarma gore genetik cesitliligin biiyiik oranda populasyon iginde
oldugu (%83.87), populasyonlar arasi ¢esitliligin az oldugu goriilmistiir (%16.13). Hejrankesh ve ark. (2014)’nin
calismasinda yerel gesitlere ait popualsyonlar ici ¢esitliligin yiiksek olmasi korunganin yabanci déllenmesi ve
tozlayici boceklerin korungalari tozlamasiyla meydana geldigi bildirilmistir. Zarrabian ve ark. (2013)’nin Diinya
koleksiyonlarinda ISSR belirtegleri kullanarak yaptiklari ¢alismadan elde edilen AMOVA sonuglarina gore, 2 gruba
ayrilan aksesyonlara bakildiginda, Iran gruplarinda ve egzotik gruplarda gesitliligin biiyiik oranda aksesyonlar
icinde (sirastyla %80.21 ve %80.42) oldugu bildirilmistir. Rasouli ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada
populasyonlar arasi ¢esitliligin diisiik (%22) ve populasyonlar i¢i ¢esitliligin yiiksek (%78) oldugu bildirilmis ve
populasyon i¢i varyasyonun yiiksek olmasinin yiiksek gen akisi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Caligmamizda populasyonlar arasi genetik farklilasma diizeyi, Nei’nin tarafsiz genetik benzerlik ve farklilik
katsayilar1 kullanilarak hesaplanmustir (Nei, 1987). Genetik farkhilik degerlerine baktigimizda Ozerbey ve
Liitfiibey populasyonlar1 arasinda en diisiik (0.018), Pleven ve Kirsehir-1 populasyonlar: arasinda da en yiiksek
(0.058) bulunmustur. Bu sonuglara gore, Pleven ve Kirsehir-1 populasyonlari genetik yapilarina gore birbirine
en uzak populasyonlardir. Ulkemizde tescilli ilk iki gesidi olan Ozerbey ve Liitfiibey birbirlerine en yakin
cesitler olarak belirlenmistir. Burada ayni bdlgeden olan Kirsehir-1 ve Kirgehir-2 populasyonlarinin birbirinden
uzak olmalar1, Kirsehir ilinin farkli bolgelerinden toplanan populasyonlar oldugunu diisiindiirmektedir. Avci ve
ark. (2014)’nin 58 korunga taksonunda yaptiklari ¢aligmada, Nei’nin genetik benzerlik degeri 0.013 ile 0.399
arasinda hesaplanmigstir. Onobrychis genomlarina benzerlik gosteren P. vulgaris ve M. trancatula genomlari
arasindaki %10’1luk farkin korunga ¢aligmalarinda yakin akrabalarindan kullanilacak primerlerin sinirli oldugunu
gostermistir. Nosrati ve ark. (2012) farkli bolgelerden 5 yabani korunga populasyonunda genetik mesafe degerini
0.635 ile 0.165 arasinda bildirmistir. Burada cografi mesafelerden ¢ok ekolojik etkinin genetik varyasyona etki
ettigi ve genetik varyasyonun gevresel kosullarla iliskisinin ya dogal seleksiyon yada lokal gen ayrimi nedeniyle
oldugu disiiniilmistiir. Calismamizda kullandigimiz SSR primerleri Kempf ve ark. (2016) tarafindan korungaya
spesifik gelistirilen ilk primerlerdir. Korungaya 6zgii gelistirilen primerleri kullanarak yaptigimiz bu ¢aligma tiiriin
genetik cesitliligi, populasyon arasi ve populasyonlar i¢i varyasyonu belirleyerek bundan sonra yapilacak olan
calismalara kaynak saglayacaktir. Ayrica tiirlin genetik yapisini ortaya ¢ikararak sahip oldugumuz biyogesitlilikten
faydalanmada yol gosterecektir. Korunga gibi iizerinde ¢aligilmasi gereken yem bitkilerinin 6zellikle marjinal
alanlarda yetigebilen bu tiir bitkilerin genomlarinda gizli kalmis bilgiler a¢iga ¢ikartilarak, 1slah ¢aligmalariyla yeni
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