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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
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KARAKTERIZASYONU

Asli BUYUKBASAR

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman : Do¢.Dr. Metin TUNA

Bu arastirmanin amaci, Dactylis L. cinsi igerisinde yer alan diploid taksonlarin
genomlarini sitogenetik metotlar ile karakterize etmektir. Bu amagla ¢alismada kullanilmak
lizere cins icerisinde yer alan hemen hemen tiim diploid taksonlarin en az 2 aksesyon ile
temsil edildigi bir Dactylis genetik kaynak koleksiyonu olusturulmustur. Olusturulan bu
koleksiyon igerisinde yer alan tiim aksesyonlarin c¢ekirdek DNA igerikleri flow sitometri
metodu ile ilk defa bu calismada belirlenmis ve elde edilen sonuglar aksesyonlarin ploidy
diizeylerinin teyit edilmesi ve taksonlarin genomlarin1 karakterize etmek amaciyla
kullanilmistir.  Elde edilen sonuglara gore; analiz edilen Dactylis aksesyonlar1 arasinda 2C
cekirdek DNA igerigi 5.12 pg (D. glomerata subs woronovi, Pl 310393) ile 3.65 pg (D.
masai) arasinda degisim gostermistir. Yapilan sitogenetik incelemelere gore Dactylis
kromozomlar1 morfolojik olarak median ile submedian arasinda degisirken, taksonlarin
satellite kromozom sayisinin ise 1 ile 3 arasinda degistigi saptanmistir. Ancak kromozomlarin
morfolojik olarak benzer olmalarindan dolay1 klasik yontemler (Feulgen ve asetokarmin
metodu) ile Dactylis kromozomlarimnin teshis edilerek taksonlarin genom yap1 ve iliskilerinin
incelenmesinde yararli olabilecek karyotiplerin eldesi miimkiin olamamistir. Bu sebeple
Dactylis mitoz kromozomlarinin teshisinde kromozom bantlama ve in situ hibridizasyon gibi
tekniklerden yararlanma geregi vardir.

Yiriitilen bu tez ¢alismast kapsaminda yapilan ¢ekirdek DNA igerigi analizi sonuglari
bakimindan Dactylis taksonlar1 arasinda biiyiik bir varyasyonun gozlenmesi (1.47 pg) cinsin
icerisinde farklilasmanin (speciation) basladiini ancak varyasyonun siireklilik (continuous
type) gosteren bir varyasyon olmasi ve kromozom diizeyinde belirgin farkliliklarin heniiz



stire¢ oldugunu sdylemek miimkiindiir. Diger taraftan bu siireklilik gosteren varyasyon cinsin
icerisindeki taksonlarin birbirleri ile hala kolayca melezlenebilmelerinden dolay: aralarinda
fazla miktarda genetik materyal degisimi yaptiklarini da isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cekirdek DNA Analizi, Dactylis, Flow Sitometri, Karyotip

2010, 63 Sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

THE CYTOLOGICALCHARACTERIZATION OF
SOME DIPLOID DACTYLIS L. TAXONS
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Supervisor : Assoc. Prof. Metin TUNA

The objective of this study is to characterize genomes of the diploid taxons included in
the genus Dactylis using cytogenetic techniques. In the begining of the project, a large
collection of Dactylis was established including at least two accessions for each diploid
taxons. Nuclear DNA content of each Dactylis accessions was determined using flow
cytometry for the first time in this study. The information was used to determine ploidy of the
accessions and to understand their genome structure. Based on the results of nuclear DNA
content analysis, 2C nuclear DNA content of the accessions varied between 5.12 pg (D.
glomerata subs woronovi, Pl 310393) and 3.65 pg (D. masai). Karyotypic investigations also
were carried out on some Dactylis taxons using classical methods (Feulgen or acetocarmine
method). Based on those results, Dactylis chromosomes varied from median to submedian
while the number of satellite chromosomes varied between 1 and 3 pairs. Due to
morphological similarities of the chromosomes, it was not possible to identify each
chromosomes using classical methods and pair them with their homologs to make informative
karyotypes. However, more informative Dactylis karyotypes can be produced by using
chromosome banding and floresan in situ hybridization techniques.

In conclusion, the results of nuclear DNA content study indicates that differentiation
(speciation) within the genus Dactylis already started due to large variation (1.47 pg) in
nuclear DNA content amount among the taxons used in the study. In addition to this, the

results also indicate that the speciation process is not complete yet and therefore, they can still



content variation among Dactylis taxons is a continuous type of variation. The absence of
clear differences in karyotypes of the taxons also support the teory.

Key Words: Dactylis, Flow Cytometry, Karyotype, Nuclear DNA Content Analysis

2010, 63 Pages
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1.GIRIS

Oldukga zor ve zaman alan ¢esit gelistirme ¢alismalarinin basariya ulasabilmesi, 1slah
edilecek tiiriin biyoloji, taksonomi, genetik ve evrimi hakkinda dogru ve yeterli bir bilgi
birikimini gerektirmektedir. Bu tiir bilgi birikiminin olmadig1 durumlarda bitki tiirleri ile ilgili
1slah yonteminin se¢imi ve uygulanmasinda bir¢ok sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu durum
1slahg1 ve arastiricilarin zaten kit olan kaynaklarinin (maddi kaynak, zaman ve emek) ziyan
olmasina sebep olabilmektedir. Yem bitkileri 1slahinin diger kiiltiir bitkilerine oranla daha
geride olmasinin bir sebebi de yem bitkisi tiirlerine ait temel bilgi birikiminin (genetik, genom
yapilari, genom iliskileri, evrim, fizyoloji, ekoloji, agronomi ve benzeri) ihtiya¢ duyulan

diizeye heniiz ulasamamis olmasidir.

Ulkemiz dogal mera alanlarinin dominant bir bitkisi olan domuz ayrigmin (Dactylis
L.) taksonlar (alt tiir) tilkemiz ile birlikte Avrupa, Yakin Dogu ve Akdeniz ¢evresinin dogal
bitkileridir. Cinsin 6nemli bir tiiri olan Dactylis glomerata L. sahip oldugu ozellikler
nedeniyle, diinyanin bir¢cok bolgesinde dnemli bir cayir-mera bitkisidir. Domuz ayrig1 sahip
oldugu agronomik 6zellikler ve performansi nedeniyle bozulmus cayir ve meralarimizin 1slahi

ve kuru ot Uiretiminde kullanilabilecek en 6nemli bitkilerden birisidir.

Bu giine kadar yapilmis olan arastirma sonuglarina gére Dactylis cinsinin ¢ogu diploid
(2n=2X=14) ve tetraploid (2n=2x=28) olan yaklasik 25 taksonu igeren sadece bir tiirden
olustugu diistiniilmektedir. Cinsin tanimlanmig taksonomik birimleri arasinda belirgin
morfolojik farkliliklarin olmayisi ve her birimin cografi dagilisinin kesin olmamasi cinsin
klasik yontemler ile taksonomik siniflandirmasim giiclestirmektedir. Dolayisiyla cinsin
icerisinde yer alan taxonlarin taksonomi, genom yapist ve iliskileri gilinlimiizde
tartisilmaktadir. Bu nedenle Dactylis L. taksonlarini nispeten daha yeni olan genom analiz
yontemleri ile tanimlamak gerekmektedir.

Bu ¢alismada amacimiz flow sitometri metodu kullanilarak Dactylis taksonlarinin
cekirdek DNA iceriklerini belirlemek ve elde edilen bilgiyi taksonlarin ploidi ve genom

karakterizasyonunda ilk defa kullanmak ve bazi taksonlar i¢in klasik (asetokarmin) yontemler

ile karyotipler elde etmektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Domuz ayrig1 bazi tarim sistemlerinde iyi mevsimsel dagilima ve yiiksek yem
verimine sahip olmasi ile taninan bir¢ok yillik serin mevsim bugdaygil yem bitkisi tiirtidiir
(Borril 1991). Bitki yaprak bakimindan zengin olup, 100-160 cm boylanabilmekte ve yumak
olusturmaktadir (Love 1969, Gengkan 1983, Serin ve Gokkus 1989, A¢ikgdz 1991). Bitkinin
dogal populasyonlar1 arasinda biiyiikk bir varyasyon mevcut olup, varyasyon cogunlukla ot
verimi ve fenolojik karakterlerden kaynaklanmaktadir (Tuna ve ark. 2004). Serin mevsim
bugdaygilleri arasinda erken baharda gelismeye baslayan bigmeye, gblgeye ve kuraga en
dayanikl tiirlerden biridir ( Norris and Thomas 1982). Domuz ayrigi Avrupa iilkeleri, ABD
Avustralya ve Yeni Zelanda da bu iistiin 6zellikleri nedeniyle mera tesisinde giiniimiizde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Miller 1984). Japonya ve Yeni Zelanda gibi baz iilkelerde en
onemli bugdaygil yem bitkilerinden birisidir (Santen ve Sleper 1996). Yalniz bati Avrupa
tilkelerinden Hollanda da daha az bir 6neme sahipken Fransa’nin gilineyindeki Pyrenees
daglar1 ve lsvigre’nin Jura daglarinda bulunan cayrr ve meralarda yaygm olarak
yetistirilmektedir (Rossi ve ark. 1992 , Jans ve Troxler 1992). Bugdaygil yem bitkileri tiirleri
arasinda iilkemiz sartlarina en iyi adapte olmus, yiiksek performansh tiirlerdendir (Altin ve

ark. 2005).

[k olarak iinlii ¢ek botanik¢i Karel Domin (1943) tiiriin yer aldigi Dactylis cinsinin
taksonomi ve evrimine iliskin bilgi ile bu bitkinin 1slah1 arasindaki iliskinin 6nemli oldugunu
belirtmistir. Domin (1943) ilk defa farkli taksonomik birimlerin (tiir ya da alttiirler)
muhtemelen farkli ekonomik degerlere sahip olabilecegini ifade etmistir. Bu da Orta
Avrupa’da domuz ayrig lizerine yapilan arastirmalarda bu bitkinin ekonomik 6nemi ile ilgili
celigkili arastirma sonuglarini anlagilir kilmaktadir. Domin (1943), bu tiir ¢alismalarin bitki
tiplerini belirleyip, bu stabil formlart morfolojik olarak tanimladiktan sonra yapilmasinin daha
yerinde olacagini belirtmistir. Diger taraftan Borril (1991) smiflandirma gergeklestirildikten
sonra, Dactylis cinsinde oldugu gibi, kolay bir sekilde melezlenebilen tiirlerde dogru
genotiplerin agikta tozlanmasini saglayarak ve daha sonra uygun seleksiyon tekniklerinin
dogru bir sekilde kullanilmasiyla yiiksek performansa sahip populasyonlarin kolayca
gelistirilebilecegini bildirmistir.

Dactylis (Poaceae) cinsi ¢ogu diploid (2n = 2x = 14) ve tetraploid (2n = 2x = 28) olan
yaklasik 25 tiir veya alt tiir olarak tanimlanan taksonomik birimi igermektedir (Lumaret

1988). Onbes diploid (2x) Dactylis alttiirii’ niin bes tanesi i¢in tetraploid tiplerinin de var



oldugu belirlenmistir (Santen ve Sleper, 1996). Yakin zamanlarda da ibizensis, juncinella, ve
smithii alt tiirleri i¢inde tetraploid (4x) tiplerin varlig1 rapor edilmistir (Santen ve Sleper
1996). Bu arastirmalar sonucunda su ana kadar tetraploid tiplerinin varligi bildirilmemis olan
diger diploid alttiirlerinde heniiz rapor edilmemis tetraploid (4x) formlarmin olabilecegi
diistintilmektedir. Dactylis cinsi igerisinde sadece hispanica alttiiriiniin tetraploid (4x) ve
hexaploid (6x) formlarinin oldugu belirlenmistir. Tetraploidler diinyanin iliman bdlgelerine
genis bir sekilde yayilmis iken diploidler ¢evre sartlariin degisimi sonucu bazi bolgelerden
cekilerek yok olmak zorunda kalmisglar, bu yiizden de lokal olarak dagilim gostermektedirler.
Hexaploidler ise bu giine kadar sadece Ceyrenaica da iki lokal bolgede ve Misir’in batisinda

gozlenmistir (Borril 1991).

Dactylis cinsi igerisinde tanimlanmis taksonomik birimler arasinda genetik sinirlar her
zaman tam degildir ve morfolojik farkliliklar her zaman sitolojik farkliliklar ile iliskili
olmayabilmektedir (Mizianty 1991a). Hatta bazi sympatric (ayn1 cografik bolgede karigim
halinde yasamlarini siirdiiren) diploid ve tetraploid Dactylis bitkilerini morfolojilerine bakarak
birbirinden ayirt etmenin neredeyse olanaksiz oldugu bildirilmektedir (Lumaret ve Barrientos
1990). Morfolojik farkliliklarin olmayisi ve her bir taksonomik birimin cografi olarak
dagilisinin kesin olarak bilinmiyor olmasi cinsin taksonomik siniflandirmasini son derece
giiclestirmektedir (Mizianty 1986 ve 1991b). Diploid D. glomerata subsp. aschersoniana ve
subsp. glomerata’ nin filogenetik olarak yakin iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Baz1 sitolojik
bulgulara gore subsp. glomerata ya subsp. aschersoniana’ nin farkli genomlarina sahip
oldukg¢a heterozigot bir autopoliploid (Mizianty 1991b) ya da bir genomunun subsp.
aschersoniana’dan olup digerinin orijini belli olmayan bir allotetraploid oldugu sanilmaktadir
(Wetschnig 1983 ve Mizianty 1991b). Bununla beraber aragtirma sonuglarinin ¢ogu domuz
ayrigimin autotetraploid oldugunu isaret etmekte olup yakin zamanda bu sonuglar kloroplast

DNA polimorfizmi ile de dogrulanmistir (Lumaret ve ark. 1989).

Bir bitkinin ayr1 bir tiir olarak siniflandirilabilmesi i¢in, genetik izolasyonu ve
adaptasyonu ile birlikte farkli fenotipik 6zelliklere sahip olmasi da gereklidir (Borril 1991).
Dactylis cinsine bu agidan yaklasinca tiirlerin morfolojik olarak birbirlerine benzemesi, birgok
tirin  dogada genelde bir arada bulunuyor olmalar1 ve birbirleriyle kolayca
melezlenebilmeleri cinsin speciationun (yeni tiirlerin olusumu) heniiz tamamlanmadiginin bir
delili olabilir. Ote yandan, Murray (2005) yeni tiirlerin olusumunda hiicre ¢ekirdegi icerisinde
bulunan DNA miktarinin bitki morfolojisinden daha 6nce farklilastigini bu yiizden de, eger

bir tiir icerisinde c¢ekirdek DNA igerigi farkliligi belirlenmisse bunun tiir icerisinde



taksonomik c¢esitliligin ve yeni bir tiir olusum siirecinin varligmmi gosteren bir delil
olabilecegini belirtmistir. Cekirdek DNA miktar1 hem bir bitkinin hiicreleri arasinda, hem de
ayni tiirtin farkli bireyleri arasinda degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel
olmaktadir (Bennett ve Leitch, 1995). Tiirler arasinda ise ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan
onemli diizeyde (yaklasik 1000 kat) farkliliklar gézlenmektedir (Cavalier ve Smith 1985). Bu
nedenle, ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi taksonomik ve evrim caligsmalari i¢in son derece
yararlidir (Rees ve Walters 1965, Southern 1967, Price ve Bachmann 1975, Ohri 1998, Tuna
ve ark. 2001b, Ozkan ve ark. 2003, Budak ve ark. 2004).

Bu giin itibariyla literatirde Dactylis cinsi igerisinde yer alan tiirlerden sadece
tetraploid D. glomerata’ nin ¢ekirdek DNA igerigine dair bilgiler mevcuttur. Ancak, degerler
bir birlerinden farkli olup, raporlarda D. glomerata’ nin ¢ekirdek DNA igeriginin 12.4
(Schifino ve Winge 1983), 11.2 (Creber ve ark. 1994), 8.6 (Vilhar ve ark. 2002), 8.3
(Greilhuber ve Baranyi 1999) ile 6.4 pg (Horjales ve ark. 1995) arasinda degismektedir.
Vilhar ve ark. (2002) gore tetraploid Dactylis’ in ¢ekirdek DNA igerigine ait degerler
arasindaki bu yaklasik iki kata varan farkin kullanilan metotlar arasindaki fark, insan hatas1 ve
tirliin bireyleri arasindaki kromozom veya genetik farkliliklar gibi gercek bir biyolojik
varyasyondan kaynaklaniyor olabilecegini belirtmislerdir. Bununla beraber, Tuna ve ark.
(2004a), Trakya bolgesinden toplamis olduklar1 57 ayr1 Dactylis populasyonundan seg¢ilmis
342 tek bitkinin ¢ekirdek DNA igeriklerini flow sitometri metodu kullanarak ayri ayr1 analiz
ederek bolgede yetisen domuz ayrigr bitkilerinin ¢ekirdek DNA igeriklerine ait ortalama
degeri 9.57 pg + 0.33 olarak bildirmislerdir. Tuna ve ark. (2004a) tetraploid Dactylis
glomerata igin saptanmis ¢ekirdek DNA igerigi degerleri arasindaki yaklasik iki kata kadar
ulagan bu varyasyonun kaynaginin, cins tarafindan kapsanan tiim taksonlarin ¢ekirdek DNA
analizlerinin ayn1 metot kullanilarak ayni laboratuarda yapilmasi ve bitkilere ait karyotiplerin

incelenmesi ile daha iyi anlagilabilecegini bildirmislerdir.

Biitiin bunlara ilave olarak, Creber ve ark. (1994) ve Reeves ve ark. (1998) deniz
seviyesinden yiiksekligin Dactylis glomerata genomunun hacmi (¢ekirdek DNA igerigi)
tizerine etkisi olup olmadigimi arastirmislar ve aragtirmalarinda genom hacmi ile yiikseklik
arasinda negatif bir korelasyon oldugunu saptamislardir. Bu sonucu da, yiliksek bolgelerde
iklimin nispeten daha sert ve vejetasyon siiresinin daha kisa olmasindan dolay1 bitkilerin
vegetatif ve generatif gelismelerini daha kisa slirede tamamlayabilmeleri i¢in kii¢iik genomun
dogal seleksiyon i¢in bir avantaj olusturuyor olabilir seklinde yorumlamislardir. Benzer bir

calismada ise Vilmar ve ark. (2002) deniz seviyesinden yiikseklik ile Dactylis genom hacmi



arasinda herhangi bir iliski saptayamamislardir. Degisik arastiricilar tarafindan degisik bitki
tiirleri lizerinde gergeklestirilen benzer calismalarda birbiri ile uyusmayan benzer sonuglar
elde edilmis ve bu sebeple ylikseklik ve diger iklim kosullarinin genom hacmi {izerine olan
etkisi bu giin bir tartisma konusu olmaktadir (Cavallini ve ark. 1993, Graham ve ark. 1994,
Bennett ve Leitch 1995, Singh ve ark. 1996, Greilhuber 1998, Temsch ve Greilhuber 2000,
Bennett 2000, Greilhuber 2005).

Bitkilerin taksonomik siniflandirilmalarinda karsilasilan giigliiklerin asilmasi ve
genom yapilarinin incelenmesinde sik¢a bagvurulan diger bir metot ise karyotip analizleri
olup bu giine kadar ¢ok sayida cins ve tiirde bu amaglar i¢in yaygin olarak kullanilmistir (Gill
ve Kimber 1974, Lavania ve Sharma 1980, Mizianty 1985, Fominaya ve ark. 1988, Badaeva
et al. 1990, Friebe et al. 1996, Badaeva et al. 1998, Bauchan ve Hossain 1999, Linc et al.
1999, Tuna ve ark. 2001a ve 2004b).

Bununla birlikte Dactylis cinsi tizerinde yapilmis olan karyotip ¢alismalar1 birkag tane
ile sinirlidir. Karyotip c¢alismalarinda kromozom teshislerinin dogru bir sekilde yapilmasini
saglayan ve dolayisiyla bu tiir ¢aligmalar1 kolaylastiran ve giivenirliligini arttiran kromozom
bantlama teknikleri ise bir ¢alisma disinda cins iizerinde hi¢ uygulanmamistir. Yapilmis olan
bu calismalara gore Dactylis kromozomlar1 farkli uzunluklara sahip iken, sentromerin
kromozom iizerindeki lokasyonunun da oldukg¢a degisken oldugu goézlenmistir (Wetschnig
1983 ve Mizianty 1991b). Bu bilgilere ek olarak bu giin D. glomerata subsp. glomerata alt
tiriintin dort ¢ift satellit kromozomuna (Wetschni 1983 ve Mizianty 1991b) diploid D.
glomerata subsp. aschersoniana alt tiiriiniin ise iki ¢ift satellit kromozomuna sahip oldugu
saptanmistir  (Wetschnig 1983). Hatipoglu ve ark. (1992) Cukurova Universitesi
kampiisiinden toplanan domuz ayrig: bitkileri {izerinde yaptig1 sitolojik ¢alismalarda dort ¢ift
satellit kromozom saptamistir. Hatipoglu ve ark. (1992) yaptiklar1 bu ¢aligmada elde ettikleri
karyotipin daha Once rapor edilmis olan D. glomerata subsp. glomerata karyotipine ¢ok
benzedigini fakat bu sonucun Dactylis tiirlerinin bilinen yayilim alanlari ile celistigini
saptamis ve bu konunun acikli§a kavusturulabilmesi i¢in benzer caligmalarin daha kapsamli
olarak yapilmasinin yararl olacagm sdylemislerdir. Ote yandan, Tiirkiye’de sadece tetraploid
domuz ayrig1 bitkilerinin (Hatipoglu ve ark. 1992, Tosun ve ark. 1999, Tuna ve ark. 2004a)
varlig1 rapor edilmis olup bu sonuclar bazi bolgelerde diploidlerin de bulundugunu ileri siiren
literatiir (Lumaret 1988) bilgileri ile celismektedir. Tuna ve ark. (2004) bu arastirma

sonuglarinin diploid Dactylis tiirlerinin degisen ¢evre sartlari sonucu yok olarak Tiirkiye de ya



tamamen yok olduklarini ya da miktarlarinin yapilan bu c¢aligmalarda ortaya ¢ikmayacak

kadar azalmis olabileceginin bir igareti olabilecegini sdylemislerdir.

Dactylis cinsi tizerinde bu giine kadar DNA markoérleri ile yapilan analizler ise daha da
sinirlt sayida olup sadece bazi lokal populasyonlar ve birkag kiiltiir ¢esidi arasindaki genetik
cesitliligin karakterizasyonu amactyla kullanimindan ibarettir (Kolliker ve ark. 1999 ve Tuna
ve ark. 2004a). Bildigimiz kadariyla literatiirde, bu metotlarin Dactylis tiirlerinin filogenetik

iliskilerinin incelenmesinde kullanildigina dair bir bilgi su an itibariyla mevcut degildir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada toplam olarak 40 adet diploid Dactylis aksesyonu (Cizelge 3.1.)
kullanilmistir. Kullanilan aksesyonlar IPK (Gaterslaben, Almanya), IBER (Aberystwyth,
Ingiltere), Western Regional Plant Introduction Station (Pulmann, Washington, ABD) gibi

arastirma enstitiilerinin biinyelerinde bulunan gen bankalarindan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma i¢in olusturulan Dactylis genetik kaynak koleksiyonunda yer alan
Dactylis taxonlarinin adi ve ploidy diizeyleri

Alt tiir (taxon) adi

Ploidy diizeyi

1.Dactylis glomerata subsp glomerata

Diploid (2n = 14)

2.Dactylis glomerata subsp himalayensis,

Diploid (2n = 14)

3.Dactylis glomerata subsp lobalata

Diploid (2n = 14)

4.Dactylis glomerata subsp polygama

Diploid (2n = 14)

5.Dactylis glomerata subsp smithi

Diploid (2n = 14)

6.Dactylis glomerata subsp parthiana

Diploid (2n = 14)

7.Dactylis glomerata subsp forma galicia

Diploid (2n = 14)

8.Dactylis glomerata subsp slovenica

Diploid (2n = 14)

9.Dactylis glomerata subsp marei

Diploid (2n = 14)

10.Dactylis glomerata subsp hispanica

Diploid (2n = 14)

11.Dactylis glomerata subsp judaica

Diploid (2n = 14)

12.Dactylis glomerata subsp woronovii

Diploid (2n = 14)

13.Dactylis glomerata subsp ibizensis

Diploid (2n = 14)

14.Dactylis glomerata subsp aschersoniana

Diploid (2n = 14)

15.Dactylis glomerata subsp marine

Diploid (2n = 14)

16.Dactylis glomerata subsp lusitanica

Diploid (2n = 14)

17.Dactylis glomerata subsp santai

Diploid (2n = 14)

18.Dactylis glomerata subsp castellata

Diploid (2n = 14)

3.2. Yontem

3.2.1. Tohumlarin ¢imlendirilmesi ve fidelerin elde edilmesi

Her bir aksesyon icin yaklasik olarak 30-40 adet tohum icerisinde bir tabaka
¢imlendirme kagidi bulunan plastik petri kaplarina yerlestirilmis ve iizerleri bir tabaka daha
cimlendirme kagidi yerlestirilmek suretiyle Ortiilmiistiir. Daha sonra petri kabi igerisine
onceden hazirlanmis olan captain (Captan WP 50%, 250gr/1001t) soliisyonu ilave edilerek
cimlendirme kagitlar1 1slatilmis ve petri kaplar1 20 o°c ye ayarlanmis bir ¢imlendirme kabini
icerisinde ¢imlenmeye birakilmistir. Petri kaplar1 ¢imlendirme islemi siiresince belli araliklar

ile kontrol edilmis ve ihtiya¢ halinde su ilavesi yapilmistir.
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Cimlenme igleminin tamamlanmasindan sonra her aksesyon icin saglikli ve iyi
gelismis olan 10 adet fide icerisinde 1/3 oraninda toprak, torf ve dere kumu bulunan saksilara
sasirtilmis ve analiz edilene kadar serada yetistirilmistir.

3.2.2. Cekirdek DNA analizi

Cekirdek DNA analizi, laboratuar ¢alismalarinda kullanilmak iizere her aksesyon i¢in
yetistirilmis olan 10 fideden elde edilen taze yaprak dokular1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
Analiz her aksesyon icin 10 tek bitki {izerinde yapilmis ve ortalama alinarak aksesyonun
cekirdek DNA igerigi belirlenmistir. Ancak bazi aksesyonlarda ¢imlenme ¢ok diisiik oldugu
icin tiim tohumlarin kullanilmasina ragmen 3-5 taneden fazla fide elde edilememistir. Bu gibi
aksesyonlarda elde edilen tiim fideler analiz edilmis ve analiz edilen fide sayisinin ortalamasi

alinmustir.

Analizde kullanilan ¢ekirdeklerin izolasyonu Arumuganathan ve Earle (1991)
tarafindan tanimlanan metod kullanilarak Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii
Sitogenetik Laboratuarinda yapilmistir. Cekirdekler ertesi giin Trakya Universitesi, Edirne
Tip Fakiiltesi, Hematoloji Laboratuarinda bulunan Coulter marka flow sitometri cihazi
kullanilarak analiz edilmislerdir. Cekirdek DNA igeriginin hesaplanmasinda standart olarak
3.35pg DNA igerigine sahip olan adi fig (Vicia sativa) bitkileri kullanilmistir. Cekirdek
1zolasyonunda kullanilan protokol asagidaki gibidir.

Kullanilan solusyonlar

Solusyon A

20 ml MgSO, buffer

20 mg Dithiothreitol

500 pl PI stok

550 pl TritonX-100 stok

Solusyon B
5 ml solusyon A
10 ul RNAse, DNAse free



Cekirdek izolasyonu prosediirii

1. Serada yetismekte olan 4-5 haftalik ve saglikli bitkilerden taze yaprak dokular
(yaklasik 50-60 mg) elde edilir.

2. Elde edilen bitki dokulari, i¢inde buz bulunan bir kap iizerindeki petri kabina

yerlestirilir.

3. Petri kabma 1 ml (A) solusyonundan ilave edilir ve bitki dokular1 sivi igerinde

keskin bir bigak veya jilet yardimiyla ¢ok kiigiik parcalara ayrilana kadar pargalanir.

4. Elde edilen solusyon iizerinde 30-33 um lik nylon mesh bulunan mikro-santrifiije

transfer edilirek filtre edilir.

5. Mikro-santrifiij tiipleri yiiksek hizda kisa bir siire satrifiij edilir ve tiip igerisindeki

s1v1 bosaltilir.
6. Mikro-santrifiij tiibli dibinde olusan tortu 400 pm B solusyonu igerisinde ¢oziiliir.
7. Ornekler 37 °C de 15 dakika inkiibe edilir.

8. Ornekler flow sitometri aleti ile analiz edilir

Flow sitometri analizi sonucunda her 6rnegin ¢gekirdek DNA igerigi asagidaki formiil

kullanilarak pg olarak hesaplanmistir.

Cekirdek DNA icerigi: (bilinmeyen 6rnegin florasan yogunlugu (G1 pikinin degeri)) /
(standardin florasan yogunlugu (G1 pikinin degeri)) X standardin pikogram olarak bilinen
DNA igerigi

3.2.3. Karyotip analizleri

Karyotipler, bitki kok uglarinda bulunan ve hizli boliinme gosteren (meristem)
hiicrelere sahip dokular kullanilarak ezme yontemiyle hazirlanmis slaytlar iizerinde
morfolojisi diizglin ve iyi1 dagilmis mitoz kromozomlarina sahip hiicrelerin fotograflar
kullanilarak elde edilmistir.

3.2.3.1. Bitki kok uclarimin elde edilmesi ve muamelesi

Bitki kok uglart saksilarda biiyiimekte olan ergin bitkilerden elde edilmistir. Iyi bir
preparat elde edebilmek i¢in kullanilan kdk ucu dokularinin hizli béliinen hiicreler igermesi
gerekmektedir. Bu tiir kok uglar1 da ¢evre sartlarimin (besin maddesi, sicaklik, su, ve 1s1k)

uygun oldugu ortam ve zamanlarda elde edilebilmektedir. Kontrollii seramiz olmadigi i¢in



kok ucu elde etmede kullandigimiz bitkiler disarida dogal sartlarda yetistirilmistir. Bu yiizden
sitolojik ¢aligmalara uygun kok uglar1 ancak baharda (15 Nisan-15 Mayis) elde edilebilmistir.
Bu tarihten once veya sonra hasad edilen kok ucglarmin sicakligin diisiik veya yiiksek
olmasindan dolay1 ¢ok az veya hi¢ boliinen hiicre icermedigi goriilmiistiir. K6k ucu hasadi
sabah 8 ile 10 arasinda yapilmistir. Saksilarin dibinde beyaz goriiniimlii hizli biiyliyen kok
uclart keskin bir alet ile kesilerek hemen igerisinde 8-hydroxyquinoline bulunan kaplara
yerlestirilerek yaklagik 20 saat kadar 4°C de muamele edilmistir.
3.2.3.2. Tespit

Sise icerisindeki 8-hydroxyquinoline soliisyonu damitilmig su ile degistirilmek
suretiyle kok uglar iyice yikanmistir. Son yikamadan sonra bosaltilan suyun yerine kok
uclarinin bulundugu sise icerisine yeni hazirlanmis olan Farmer ¢ozeltisi ( 3 kistm % 99 luk
etanol + 1 kisim glasial asetik asit) doldurulmustur. Kok uglar1 boylece tespit edilmis olur.
Tespit edilmis olan kok uglar1 2-3 giin oda sartlarinda bekletildikten sonra uzun siire
depolanabilecekleri ve sicakligin 2—4 °C civarinda bulundugu bir sogutucu igerisine transfer
edilmistir. Kok uglar1 boyle bir ortamda 6zelliklerini kaybetmeden yaklasik 2-3 ay gibi bir
slire korunabilmektedir.

3.2.3.3. Preparatlarin hazirlanmasi:

Preparat yapmada kullanilacak olan kok uglart boyanmak amaciyla tespit ¢ézeltisinden
c¢ikarilarak igerisinde bir miktar asetokarmin boyasi bulunan kiigiik siselere transfer edilmis ve
en az 3 saat silire ile boyamaya birakilmistir. Preparat hazirlamaya baslamadan Once sise
icerisindeki asetokarmin boyasi kaynama noktasina gelene kadar kisaca isitilmistir. Boya
solusyonu yeterince soguduktan sonra boyanan kok uclarindan bir tanesi sise igerisinden
cikarilarak lam Tizerine yerlestirilmis ve kaliptra kismi jilet yardimi ile kesilerek
uzaklagtirllmistir. Kokiin geri kalan kisminin u¢ kismi bir miktar 6z sivisi ¢ikana kadar bir
pens ile hafif¢e bastirilmak suretiyle ezilmistir. Bu 6z suyu {izerine kiigiik bir damla %45°lik
asetik asit damlatilmistir. Bu damla iizerine jilet yardimiyla lamel yerlestirilmis ve arkasi diiz
bir kursun kalem ile lamel {izerine hafif¢e vurarak ezme islemi yapilmistir. Ardindan lameli
kaydirmadan jilet alinmis, lamel etrafindan tasan fazla sivi bir kagit mendil ile temizlenmis ve
birka¢ defa daha kalem ile vurularak ezme islemine devam edilmistir. Daha sonra preparat
ispirto ocaginda hafifce 1sitildiktan sonra kromozomlarin ayni diizlemde olmas1 i¢in lamel
kaydirilmadan bagparmak ile kuvvetlice bastirilarak preparat mikroskop ile incelemeye hazir

hale getirilmistir.
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3.2.3.4. Kromozom boy ve kol uzunluklarinin él¢iilmesi

Hazirlanan preparatlar Olympus BX51 marka mikroskop ile gézlenmistir. Dagilim ve
boyut bakimindan diizgiin, iyi boyanmis kromozomlara sahip hiicrelerin resimleri mikroskoba
bagli olan Spot marka CCD dijital kamera yardimi ile ¢ekilmistir. Cekilen bu fotograflar
tizerinde kameranin paket programi kullanilarak kromozomlarin kol ve boy uzunluklari
mikron diizeyinde Ol¢iiliip orijinal fotograflar {izerine yazilarak her aksesyon i¢in kromozom

ve kol uzunluklarin1 gosteren tablolar hazirlanmasinda kullanilmistir.
3.2.3.5. Kromozom teshisi ve karyotip yapim

Cekilen fotograflar lizerinde kromozomlar morfolojilerine gore teshis edilip, homolog
kromozomlar eslestirildikten sonra Adobe Photoshop bilgisayar paket programi kullanilarak

her aksesyon i¢in karyogram ve idiogramlar yapilmaistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1.Flow Sitometri Bulgular:

Arastirmada kullanilan diploid Dactylis aksesyonlarma ait ¢ekirdek DNA igerigi
(genom hacmi) miktarlar1 Cizelge 4.1.’de, ve onlardan 3 tanesine ait flow histogramlar1 Sekil
4.1.de, sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore arastirmada kullanilan diploid Dactylis
aksesyonlar1 arasinda 2C ¢ekirdek DNA igerigi 5.12 pg (D. glomerata subs woronovi, Pl
310393) ile 3.65 pg (D. masai) arasinda degisim gostermektedir.

Bu giin itibariyla literatiirde Dactylis cinsi igerisinde yer alan tiirlerden sadece
tetraploid D. glomerata’ nin gekirdek DNA igerigine dair bilgiler mevcuttur. Ancak, degerler
bir birlerinden farkli olup, raporlarda D. glomerata’ nin ¢ekirdek DNA igeriginin 12.4
(Schifino ve Winge, 1983), 11.2 (Creber ve ark., 1994), 9.57 (Tuna ve ark., 2004), 8.6 (Vilhar
ve ark., 2002), 8.3 (Greilhuber ve Baranyi, 1999) ile 6.4 pg (Horjales ve ark., 1995) arasinda
degismektedir. Vilhar ve ark., (2002) gore tetrapoid Dactylis’ in ¢ekirdek DNA igerigine ait
degerler arasindaki bu yaklasik iki kata varan farkin kullanilan metotlar arasindaki fark, insan
hatasi, ve tiiriin bireyleri arasindaki kromozom veya genetik farkliliklar gibi gergek bir
biyolojik varyasyondan kaynaklaniyor olabilecegini belirtmislerdir. Bu calismada bitki
materyali olarak kullanilan diploid Dactylis taksonlarinin gekirdek DNA igerikleri arasindaki
farkliliklar daha Once rapor edilen tetraploid Dactylis ¢ekirdek DNA igerikleri arasindaki
farkliliklar1 da agiklamaktadir. Tetraploid Dactylis taxonlari arasindaki ¢ekirdek DNA igerigi
farkliliklarinin bir kismi insan hatasi, yontem ve kullanilan standart farkliligindan olmasi
olasidir. Ancak tetraploid Dactylis taxonlarmin genomlari ayni diploid Dactylis taxonun
genomunun 2 kopyasinin veya farkli 2 Dactylis taxonun genomunun birer kopyasinin ayni
hiicre ¢ekirdegi igerisinde bir araya gelmesi ile meydana gelmektedir. Bu nedenle diploid
taksonlarin g¢ekirdek DNA miktarlar1 arasinda farkliliklarin bulunmasindan dolay1 diploid
taksonlarin genomlarinin bir araya gelmesiyle olusan tetraploid taksonlar arasinda bulunan
farkin da normal kargilanmas1 gerekmektedir.

Kok uclarindan elde edilen meristem dokular1 kullanilarak yapilan preparatlar
tizerinde 151k mikroskobu ile mitoz kromozomu sayimlarinda tiim bitkilerin 14 kromozoma
sahip olduklar1 gozlenmistir. Diger bir deyisle tiim aksesyonlarin diploid oldugu anlasilmistir.

Pl 283243, PI 314081, PI 418678 gibi aksesyonlarin 2C ¢ekirdek DNA igerikleri bu
aksesyonlarin saf olmayip yiiksek oranda farkli ploidy veya alt tiire ait bitkileri igerdigini
gostermektedir (Cizelge 4.1.).
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Sekil 4.1.(a,b,c). Diploid Dactylis taxonlarmin G1 pikleri ile Vicia sativa (standart) G1
piklerinin birbirlerine gore pozisyonlar1 (Vicia ile Dactylis taksonlarina ait G1 pikleri
arasindaki acikligin yukaridaki histogramdan asagidaki histograma dogru genislemesi diploid
Dactylis taksonlarmnin ¢ekirdek DNA igerikleri arasindaki varyasyonun genigligini
gostermektedir).
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Cizelge 4.1. Cekirdek DNA analizinde kullanilan diploid Dactylis aksesyonlarinin pikogram olarak 2C ¢ekirdek DNA igerikleri.

No Accession no | Tiir adi Origin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ortalama

1 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 4.88 |4.72 |4.74 (475 |4.86|4.8 |4.76 |4.75(4.83 |4.8 [4.78+0.05
4800-1980U- |judaica Stebbins&Zohary

2 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 387 |36 |3.76 |3.74 |[3.86|3.75 |3.68 |3.67 |3.77 |[3.74 |3.74+0.08
6106-1975U- | marei

4 ABY-Bc Dactylis glomerata L. forma 4.3 42 435 |438 |4.19 4.2 |[4.23 (431425 |4.29 |4.27+0.06
6977-1979U- |galicia

5 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 4.8 4.68 |4.83 |4.84 |5.69 |4.74 [4.77 [4.69 |4.79 |4.82 |4.77+0.05
5368-1982U- | parthiana Borrill&Parker

6 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 423 |4.03 |4.09 [4.06 (4.16|4.08 |4.09 [4.19 |41 |4.14 |4.11+0.06
5196-1979U- [ibizensis Stebbins&Zohary

8 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 4.5 452 |4.37 |4.43 (4.3 |4.67 |4.56 449 (451 [4.48+0.10
4355-1983U- | woronowii (Ovcz.)

Stebbins&Z

10 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 3.84 |3.87 |3.72 |3.75 |[3.79|3.76 |3.77 |3.82 |3.81 |3.77 |[3.79+£0.04
5367-1974U- | castellata Borrill&Parker

11 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 3.79 |3.83 |3.81 |3.84 (3.76|3.78 |4.26 |3.78 |3.82 |3.77 |[3.84+0.14
6320-1968U- | juncinella (Bory) Stebbins&Zo

12 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 445 433 |4.43 |4.39 |4.43|4.47 |4.42 |44 (436 |4.45 |4.41+0.04
5194-1980U- [himalayensis Domin

13 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 413 |3.85 |3.77 |3.77 |3.68 |3.77 [3.68 |3.78 |3.78 |3.85 [3.79+0.12
4454-1982U- |santai Stebbins&Zohary

14 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 458 |4.24 |43 |4.34 (431|447 424 143 439 |4.35+0.11
5562-1973U- | lusitanica Stebbins&Zohary

15 ABY-Bc Dactylis glomerata L. subsp. 431 |428 |43 |4.16 |453|4.14 (42 |4.25)|4.08 |4.37 |[4.26+0.12
6425-1984U- |smithii (Link)

Stebbins&Zohary
18 - D. ibizensis 413 |4.12 |3.97 |415 |41 [4.16 [4.06 |4.06 |4.14 (4.13 |4.1+0.05
19 - D. judicea 486 |4.68 |4.73 |4.81 |[5.19(4.83 |4.89 473 (4.72 [4.82+0.15
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20 - D. himalayensis 441 (442 (434 (4.47 (439|442 |4.34 (4.37 |4.41 |4.46 |4.44+0.04
21 - D.masei | |- 3.66 [34 |34 |3.73|3.73 3.7 |3.69|3.79 |3.78 |3.65+0.14
24 - D. parthiana 471 (475 (456 [4.69 (4.69 |4.71 |4.73 |4.66 [4.73 |4.59 |4.68+0.06
26 - D.lusitanica 461 (442 (527 [4.88 (459 (4.92 1492 [4.91 |5.06 [4.86 |4.84+0.24
27 P1 368880 D. santai (not:77’de olabilir) 424 |(4.16 (422 (4.1 446 (4.1 |4.22 |4.29 (412 |4.14 |4.2+0.11
46 Pl 314081 Dactylis glomerata subsp. Former 494 1482 |8.87 [9.59 |9.15]9.29 [5.55 |5 5.53 [5.15
woronowii Soviet
Union
47 Pl 310393 Dactylis glomerata subsp. Former 544 |5.25|5.12 (498 [4.86 |5.19 |5.01 |5.12+0.19
woronowii Soviet
Union
48 Pl 283243 Dactylis glomerata subsp. Former 502 |49 |5.02 |9.29 [9.03|5.12 477 |5.1
woronowii Soviet
Union
55 P1 368880 Dactylis glomerata subsp. Algeria 427 |4.34 |4.15 |43 |42 |4.11 |4.16 |4.29 [4.19 |4.38 [4.23+0.08
santai
56 Pl 237602 Dactylis glomerata subsp. Portugal 447 16.04 |4.76 |48 |5.06|4.72 |5.01 |4.07 (48 |4.1
lusitanica
58 Pl 283242 Dactylis glomerata subsp. Germany |5.02 |4.84 [5.16 [5.04 |5.16 [4.79 |4.76 |4.84 |4.77 |[5.07 |4.94+0.16
lobata
65 Pl 237609 Dactylis glomerata subsp. Spain 4.04 |4.04 |4.22 |14.01 |4.08 |4 439 |4.01 14.06 (3.91 [4.07+0.13
ibizensis
66 P1418678 D. g. subsp juncinella Spain 465 |8.33 |43 |443 |449|6.41 (8 7.8314.25 |4.12
67 Pl 237601 Dactylis glomerata subsp. Spain 384 |3.77 |3.82 |3.87 (34 |4.14 |3.85|3.85|3.84 [3.85 |3.82+0.17
juncinella
70 GT 10643\97 | Dactylis glomerata 445 (448 |4.75 |4.43 (438 |4.4 |4.83 [4.76 |4.52 |4.26 |4.52+0.18
74 GR 8211\80 | Dactylis polygama ‘Pomar’ 471 |4.72 |4.67 |4.66 |[4.69 |4.83 |4.79 [4.68 |4.62 |4.79 |4.71+0.06
76 GR 11801\00 |Dactylis polygama 437 |4.36 |452 |4.42 (451 |4.43 |4.42 (4.41|4.45 |44 |4.4240.05
79 GR 10666\97 | Dactylis glomerata 472 |4.73 |4.66 |4.63 |[4.61|4.79 |4.72 [4.71|4.76 |4.66 |4.69+0.05
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80 GR 11803\81 [ Dactylis woronowii 471 |[5.04 (477 (494 (4.79 |4.81 473 14.72 (494 (4.82+0.11

84 GRA 712\81 |Isimsiz 5.13 |4.75 |4.72 (4.93 498 |5.07 |4.82 [5.07 (4.8 4.91+0.15

85 GRA 1\81 Isimsiz 414 (433 |4.21 (4.2 435 (4.41 |4.42 |4.47 (4.44 4.33+0.11

89 GRA 831\99 |Isimsiz 442 (441 (44 (441 (4.34 4.39+0.03

91 GR 6353\98 Dactylis glomerata ssp. 497 |5.12 |5.25 5.11+0.14
himalayensis

91 GR 6353\98 | Dactylis glomerata ssp. 445 (431 |4.38 (432 (4.49|4.44 (435 (452|452 |4.41 |4.42+0.07
himalayensis

92 GR 1099\94 | Dactylis polygama -CZE- 431 |44 436 |43 [4.35 4.34+0.04

93 GR 1229\926 | Dactylis polygama -CZE- 484 [5.18 |4.67 [461 [452 459 (46 [5.07(4.86 [4.58 [4.75+0.12

96 14G1000154 | Dactylis polygama 443 |4.44 |4.63 [4.36 [4.45(4.41 461 (4.41(4.87 [4.38 [4.49+0.15

HORVATOVSZKY CZE
(Tosca)
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TARIST istatistiki bilgisayar paket programi kullanilarak tesadiif parselleri deneme
desenine gore 10 tekrarlamali olarak yapilan analiz sonucunda c¢ekirdek DNA igerigi
bakimindan farkliigin diploid Dactylis aksesyonlarinin arasinda 0.01 seviyesinde Onemli
oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2. ve 4.3.). Diploid aksesyonlarin c¢ekirdek DNA igerigi
ortalamalarinin siireklilik (continious type variation) arz ettigi gdzlenmektedir.

Bu durum, taxonlarin genomlarinin yeterince farklilagsmadigini isaret etmektedir. Bu
yiizden de Dactylis taxonlar1 birbirleriyle kolayca melezlenebildiklerini, bundan dolayr da
taxonlar arasinda genis ¢apli bir genetik materyal degisimi oldugunu isaret etmektedir. Diger
bir degisle Dactylis cinsi igerisinde speciation (yeni tiirlerin olusumu) heniiz tamamlanmamis
ve hala devam eden bir siirectir. Sonuglar yeni tiirlerin olusumunda, hiicre ¢ekirdegi igerisinde
bulunan DNA miktarmin bitki morfolojisinden daha 6nce farklilagtigini, bu yiizden de eger
bir tir icerisinde ¢ekirdek DNA igerigi farkliligi belirlenmigse, bunun tiir igerisinde
taksonomik cesitlilik, ve yeni bir tiir olusum siirecinin varligin1 gosteren bir delil olabilecegini

savunan Murray (2005)° 1n teorisini destekler niteliktedir.

Cizelge 4.2. Diploid Dactylis aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igeriklerine ait varyans analiz
tablosu

Varyasyon  Serbestlik  Kareler Kareler Hesapl. Tablo Degeri
Kaynagi Derecesi Toplami Ortalamas1  F %5 %1
Varyete 37 58.635 1.585 124.152**  1.000 1.000
HATA 342 4.365 0.013
Genel 379 63.000 0.166

ns = dnemsiz (not significant)
* = onemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %5)
** = o6nemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Cizelge.4.3. Diploid Dactylis aksesyonlarmin Cekirdek DNA igeriklerine gore
gruplandirilmasi (Duncan testi).
GR 6353/98 Dactylis glomerata ssp himalayensis 5121 a
ABY-Bc 7279-0000U | Dactylis glomerata L subsp. lobata (Drejer) H. Lindb 5111 a
GR 10643/97 Dactylis glomerata 4.985 ab
GR 8211/80 Dactylis polygama (Dactylis pomar polygama) 4.945 bc
GR 7297/02 Dactylis smithii 4.918 bc
GR 1099/94 Dactylis polygama CZE 4.844 cd
GRA 191/98 4.827 cde
GR 8202/80 Dactylis smithii (Elite 99) 4.826 cde
GR 760/ 80 Dactylis glomerata 4.789 def
GR 1241 /94 Dactylis polygama (pol) 4.773 def
GR 7297/02 Dactylis smithii 4.716 ef
ABY-Bc 6977-1979U | Dactylis glomerata L forma galicia 4.699 f
GRA 712/81 4.682 f
GRA 833/83 4.677f
ABY-Bc 5368-1982U | Dactylis glomerata L subsp. parthiana Borril & Parker |4.526
GR 669/96 Dactylis glomerata 4.499 gh
GR 1087/03 Dactylis glomerata ssp slovenica 4.483 gh
GRA 104/92 4.429 ghi
ABY-Bc 6106-1975U | Dactylis glomerata L subsp. marei 4.419 ghi
ABY-Bc 5645-2004U | Dactylis glomerata L subsp. hispanica(Roth) Nyman 4.413 ghi
ABY-Bc 4800-1980U | Dactylis glomerata L subsp. judaica Stebbins & Zohary |4.403 ghi
GR 10638/96 Dactylis glomerata 4.393 hij
GR 1229/92b Dactylis polygama CZE 4.352 ijk
GR 1276/99 (GRA 4.342 ijk
617/99)
GR 11803/83 Dactylis woronowii 4.330 ijk
ABY-Bc 5196-1979U | Dactylis glomerata L subsp. ibizensis Stebbins & Zohary |4.270 jkli
ABY-Bc 6223-1971U | Dactylis glomerata L subsp. aschersoniana (Graebner) |4.262 ki
Thell
ABY-Bc 7213-0000U | Dactylis marine Borril 4.239 klm
ABY-Bc 4355-1983U | Dactylis glomerata L subsp. woronowii (Ovcz.) Steb & |4.205 Imn
Zohar
ABY-Bc 5562-1973U Dactyﬁs glomerata L subsp. lusitanica Stebbins & 4.117 mno
Zohar
ABY-Bc 4454-1982U Dactyﬁs glomerata L subsp. santai Stebbins & Zohary |4.102 no
ABY-Bc 6425-1984U | Dactylis glomerata L subsp. smithii (Link) Stebbins & |4.076 0
Zohary
GR 6353/98 Dactylis glomerata ssp himalayensis 3.844p
GRA 1/81 3.823p
ABY-Bc 5367-1974U | Dactylis glomerata L subsp. castellata Borril & Parker |3.806 p
GR 1230/81 Dactylis polygama 3.790 p
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ABY-Bc 5194-1980U | Dactylis glomerata L subsp. himalayensis Domin 3.744 pr

- D. masei 3.653r

4.2.Karyotip Analizi Bulgular

Dactylis kromozomlarinin morfolojik olarak birbirine benzer olmasindan dolayi
kromozomlarin kesin olarak teshislerinin yapilarak homologlari ile eslestirilmesi bu ¢alismada
kullanilan klasik yontemle miimkiin olamamistir. Bu yiizden karyotip yapiminda
kromozomlar kendilerine en ¢ok benzeyen kromozomlar ile eslestirilmis ve birbirinin

homologu olarak kabul edilmistir.

4.2.1. Dactylis glomerata subsp judaica (ABY-Bc 4800-1980U, 1 nolu populasyon)
mitoz kromozomlar ve karyotipleri.

Taksonun bir ¢ift metasentrik kromozom, 4 cift submetasentrik kromozoma sahip
oldugu gozlenmistir. En uzun kromozom 8u olarak olgiilmiistir. Yapilan karyotip
analizlerinde taksonun satellit kromozom sayisi bazi hiicrelerde 1 ¢ift bazilarinda 2 ¢ift
bazilarinda ise 3 ¢ift olarak gozlenmistir. Sonuglar bu alanda tek yaym olan Wetschnig
(1990)’in tiiriin bir ¢ift metasentrik, 4 cift submetasentrik ve satellit tasiyan 2 ¢ift kromozoma
sahip oldugunu belirten raporu ile genelde uyum igerisindedir. Yapilan ¢alismada hiicreler
arasinda satellit kromozomlarin sayisinin farkli ¢ikmasi preparat yapma esnasinda uygulanan
islem ve basingtan dolay1 bazen bu bélgenin yeterince agilmamis olmasindan ve dolayisiyla
gozlenememesinden ya da aksesyonun DNA igerikleri birbirine yakin olan birden fazla

taksona ait bireyleri icermesinden kaynaklanmis olmas1 muhtemeldir.
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Sekil 4.2.a,b,c. Diploid Dactylis glomerata subsp judaica (ABY-Bc 4800-1980U, 1 nolu
populasyon) mitoz kromozomlar1 ve karyotipleri (Bar 10 p).

4.2.2. Dactylis glomerata subsp marei (ABY-Bc 6106-1975U, 2 nolu populasyon)
mitoz kromozom ve karyotipi.

Taksonun ii¢ ¢ift metasentrige benzer kromozom, 3 ¢ift submetesentrik kromozom ve
bir ciftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 6 p oldugu gézlenmistir.
Sonuglar taksonun 2 ¢ift submetasentrik kromozom, 3 ¢ift metasentrik kromozom ve birisi
biiyiik digeri kiiciik (kromozomun ucunda nokta seklinde) satellit bolgesi tasiyan 2 ¢ift satellit
kromozoma sahip oldugunu rapor eden Wetschnig (1990) ile uyumludur. Calismada gézlenen
submetasentrik kromozomlardan bir ¢ifti bu kii¢iik satellit tasiyan kromozom olma ihtimali

yiiksektir.
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Sekil 4.3. Diploid Dactylis glomerata subsp marei (ABY-Bc 6106-1975U, 2 nolu
populasyon) mitoz kromozom ve karyotipi (Bar 10 p).

4.2.3. Dactylis glomerata L. forma galicia (ABY-Bc 6977-1979U, 4 nolu
populasyon) mitoz kromozomlar ve karyotipi.

Taksonun kromozomlar1 genelde submetasentrige benzer ve bir ¢ift satellit
kromozoma sahip oldugu gozlenmistir. En uzun kromozom 6p olarak ol¢lilmiistiir. Takson
icin elde edilen bu karyotipin Kkarsilastirilabilecegi daha oOnce yaymlanmis bir rapor
bulanamadigindan karsilastirma yapmak miimkiin olamamistir. Ancak taksonun tim
kromozomlarinin submetasentrik olmasi oldukga ilgingtir. Bu taksona ait elimizde tek bir
karyotip oldugundan kromozomlarin kimyasallarla muamele esnasinda veya preparat yapma
esnasinda olusan etkilerden dolayr metasentrik kromozomlarinda submetasentrik olarak

gozlendiklerinin géz ardi edilmemesi gerekmektedir.
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Sekil 4.4. Dactylis glomerata L. forma galicia (ABY-Bc 6977-1979U, 4 nolu populasyon)
mitoz kromozomlar1 ve karyotipi (Bar 10 p).

4.2.4. Dactylis glomerata subsp woronowii (ABY-Bc 4355-1983U, 8 nolu
populasyon) mitoz kromozomlari ve karyotipleri.

Taksonunn 2 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 ¢ift submetesentrik kromozom ve
bir ciftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 8u oldugu goézlenmistir.
Takson igin elde ettigimiz bu karyotipi karsilagtirabilecegimiz daha once yaymlanmis bir

yayin bulamadigimizdan karsilastirma yapmak miimkiin olamamustir.
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Sekil 4.5.a,b. Dactylis glomerata subsp woronowii (ABY-Bc 4355-1983U, 8 nolu
populasyon) mitoz kromozomlari ve karyotipleri (Bar 10 p).

24



4.2.5. Diploid Dactylis glomerata subsp himalayensis (20 nolu populasyon) mitoz
kromozomlar ve karyotipi.

Taksonun 1 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 ¢ift submetesentrik kromozom ve 2
ciftte satellit kromozoma sahip oldugu goézlenmistir. En uzun kromozom 6p olarak
Ol¢iilmiistiir. Sonuglarimiz Guignard (1991) © in sonuglart ile benzerdir. Wetschnig (1990)’e
gore ise takson bizim karyotipimizdeki kromozom morfolojisine sahip 3 satellit kromozom ve
4 submetasentrik kromozoma sahiptir. Aradaki farklilik metot farkliligindan dolay1 ya da
materyal farkliligindan olabilecegini diisinmekteyiz. Elde etmis oldugumuz karyotipte yer
alan 1 metasentrik kromozomun satellit kromozom oldugu halde metasentrik olarak

gbzlenmis olabilir. Ya da Wetschnig (1990) metasentrik kromozomu yanliglikla satellit olarak

gbzlemistir.
% a 5 mkeon S g
Ly S NN
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Sekil 4.6. Diploid Dactylis glomerata subsp himalayensis (20 nolu populasyon) mitoz
kromozomlar1 ve karyotipi (Bar 10 p).

4.2.6. Dactylis glomerata subsp lusitanica (26 nolu populasyon) mitoz
kromozomlar ve karyotipleri.
Taksonun 2 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 ¢ift submetasentrik kromozom, 1

ciftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 8u oldugu goézlenmistir.

25



Takson icin elde etmis oldugumuz sonuglar Wetschnig (1990) ile aynidir. Bununla birlikte bu
calisma sirasinda elde etmis oldugumuz bir diger slaytta satellit kromozom sayis1 3 ¢ift olarak
gbzlenmistir. Bu durum bu slaytin yapiminda kullanilan bitkinin D. g. subsp lusitanica
olmayabilecegi ihtimalini isaret etmektedir. Nitekim aksesyonlarin ¢ekirdek DNA
iceriklerinin sunuldugu Cizelge 4.1 incelendiginde 26 nolu aksesyona ait bitkiler arasinda
cekirdek DNA igeriginin 4.42 ile 5.27 pg arasinda degistigi goriilmektedir. Aksesyonun
icerisindeki ¢ekirdek DNA igerigi varyasyonunun bu derece yiiksek olmasi aksesyonun bir
taksondan daha fazla taksona ait bitkiler igerdigini isaret etmektedir. Bu durum da aksesyonun
toplandig1 bolgede ya taksonlarin dagilim alanlart Ortiismesi dolayisiyla birlikte karigim

halinde yasiyor olmalarindan ya da tohum ¢ogaltma esnasinda mekanik bir karigikligin

meydana gelmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 4.7.ab. Dactylis glomerata subsp lusitanica (26 nolu populasyon) mitoz kromozomlari
ve karyotipleri (Bar 10 p).

4.2.7. Dactylis glomerata subsp woronowii (Pl 314081, 46 nolu populasyon) mitoz
kromozomlari ve karyotipleri.

Taksonun 2 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 ¢ift submetasentrik kromozom ve 1
veya 2 giftte satellit kromozoma sahip ve en uzun kromozomun 7 p oldugu gdzlenmistir.
Takson igin elde ettigimiz bu karyotipi karsilastirabilecegimiz daha once yaymlanmis bir

rapor bulamadigimizdan karsilastirma yapmak miimkiin olamamastir.
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Sekil 4.8.a,b,c. Dactylis glomerata subsp woronowii (Pl 314081, 46 nolu populasyon) mitoz
kromozomlar1 ve karyotipleri (Bar 10 p).

4.2.8. Dactylis glomerata subsp woronowii (Pl 310393, 47 nolu populasyon) mitoz
kromozomlari ve karyotipleri.

Taksonun genelde 2 c¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 c¢ift submetesentrik
kromozom ve 1 giftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 7 p oldugu
gozlenmistir. Takson icin elde ettigimiz bu karyotipi karsilastirabilecegimiz daha Once
yayinlanmis bir yayin bulamadigimizdan karsilastirma yapmak miimkiin olamamaistir.
Caligma siiresince yapmis oldugumuz karyotip analizleri sonucunda Dactylis glomerata subsp
woronowii igin farkli aksesyonlar1 kullanarak yapilmis olan karyotiplerin benzer oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4.9.a,b,c. Diploid Dactylis glomerata subsp woronowii (Pl 310393, 47 nolu
populasyon) mitoz kromozomlari ve karyotipleri (Bar 10 p).

4.2.9. Dactylis glomerata subsp lobata (Pl 283242, 58 nolu populasyon) mitoz
kromozomlari ve karyotipleri.

Taksonun 4 ¢ift submetasentrik kromozom ve 3 ¢iftte satellit kromozoma sahip oldugu
ve en uzun kromozomun 8 p oldugu gozlenmistir. Takson igin elde ettigimiz bu karyotipi
karsilagtirabilecegimiz daha Once yayimnlanmis bir rapor bulamadigimizdan karsilagtirma

yapmak miimkiin olamamustir.
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Sekil 4.10.a,b,c. Diploid Dactylis glomerata subsp lobata (Pl 283242, 58 nolu populasyon)
mitoz kromozomlari ve karyotipleri (Bar 10 p).

4.2.10. Dactylis glomerata subsp himalayensis (Pl 295271, 64 nolu populasyon)
mitoz kromozomlar ve karyotipleri.

Taksonun 1 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 ¢ift submetesentrik kromozom, 2
ciftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 8u oldugu goézlenmistir.
Takson i¢in elde ettigimiz karyotip ayni taksonun farkli bir aksesyonu kullanilarak yapilan
karyotip ile benzer oldugu gozlenmistir. Wetschnig (1990)’e gore ise taxon bizim
karyotipimizdeki kromozom morfolojisine sahip 3 satellit kromozom ve 4 submetasentrik
kromozoma sahiptir. Aradaki farklihk metot farkliliindan dolayr ya da materyal
farkliligindan olabilecegini diistinmekteyiz. Elde etmis oldugumuz karyotipte yer alan 1 bir
metasentrik kromozomun satellit kromozom oldugu halde metasentrik olarak gozlemis

olmamiz ihtimal dahilindedir.
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Sekil 4.11.a,b,c,d. Dactylis glomerata subsp himalayensis (Pl 295271, 64 nolu populasyon)
mitoz kromozomlar1 ve karyotipleri (Bar 10 p).

35



4.2.11. Diploid Dactylis glomerata subsp juncinella (Pl 418678, 66 nolu
populasyon) mitoz kromozomlari ve karyotipleri.

Taksonun 5 ¢ift submetasentrik kromozom, 2 ¢ift satellit kromozoma sahip oldugu ve
en uzun kromozomun 8 p oldugu gozlenmistir. Takson i¢in elde etmis oldugumuz sonuglar
Wetschnig (1990) ile aynidir. Ancak bu takson i¢in elde ettigimiz 3 karyotipten birinde bir ¢ift
satellit kromozom goézlenmistir. Cizelge 4.1°de yer alan ¢ekirdek DNA analizi sonuglarina
baktigimizda aksesyonun karisik oldugu agik sekilde gozlenmektedir. Bundan dolay:1 bir
satellit kromozoma sahip karyotipin elde edildigi bitkinin Dactylis glomerata subsp juncinella

olmamasi ihtimali olasidir.
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Sekil 4.12.a,b,c,d. Diploid Dactylis glomerata subsp juncinella (Pl 418678, 66 nolu
populasyon) mitoz kromozomlari ve karyotipleri (Bar 10 p).
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4.2.12. Dactylis glomerata subsp juncinella (P1 237601, 67 nolu populasyon) mitoz
kromozomlari ve karyotipleri.

Taksonun farkli bir aksesyonundan elde edilen bu karyotiptede 5 cift submetasentrik
kromozom, 2 c¢ift satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 9p oldugu
gbzlenmistir. Takson i¢in elde etmis oldugumuz sonuglar takson icin diger bir aksesyonu
kullanarak elde etigimiz karyotip ile ve Wetschnig (1990) ile aynidir. Ancak bu aksesyondan
elde ettigimiz bir karyotipte 3 ¢ift satellit kromozom gozlenmistir. Bu durumun kullanilan
bitki materyalinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Nitekim, Tablo 3 de sunulan

¢ekirdek DNA analizi sonuglart bu durumu teyit eder niteliktedir.
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Sekil 4.13.a,b. Dactylis glomerata subsp juncinella (Pl 237601, 67 nolu populasyon) mitoz
kromozomlar1 ve karyotipleri (Bar 10 p).

4.2.13.

Dactylis

glomerata (GR 10643/97,

kromozomlari ve karyotipleri.

70 nolu populasyon) mitoz

Taksonun 1 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 c¢ift submetasentrik kromozom, 2

ciftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 8 p oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.14.a,b,c,d. Dactylis glomerata (GR 10643/97, 70 nolu populasyon) mitoz
kromozomlar1 ve karyotipleri (Bar 10 p).
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4.2.14. Dactylis glomerata (GR 10666, 79 nolu populasyon) mitoz kromozomlari
ve karyotipleri.

Taksonun 1 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 ¢ift submetasentrik kromozom , 2

ciftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 6 p oldugu gézlenmistir. Bu

yoniiyle takson i¢in elde edilen bu karyotip ayni takson igin bagka bir aksesyon kullanilarak
elde edilmis olan karyotip ile aynidir
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Sekil 4.15.a,b. Dactylis glomerata (GR 10666, 79 nolu populasyon) mitoz kromozomlari ve
karyotipleri (Bar 10 p).

4.2.15. Dactylis glomerata subsp woronowii (GR 11803/81, 80 nolu populasyon)
mitoz kromozomlari ve karyotipleri.

Taksonun 2 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 ¢ift submetasentrik kromozom ve 2
ciftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 7 p oldugu gézlenmistir. Bu
yoniiyle elde edilen karyotip takson i¢in baska bir aksesyon kullanilarak elde edilmis olan
karyotip ile aynidir. Takson i¢in elde ettigimiz bu karyotipi karsilagtirabilecegimiz daha dnce

yayinlanmis bir rapor bulamadigimizdan karsilastirma yapmak miimkiin olamamastir.
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Sekil 4.16.a,b. Dactylis glomerata subsp woronowii (GR 11803/81, 80 nolu populasyon)
mitoz kromozomlar1 ve karyotipleri (Bar 10 p).
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4.2.16. Dactylis glomerata (GRA 712/81, 84 nolu populasyon) mitoz kromozomlari
ve karyotipleri.

Bu takson i¢in elde ettigimiz 2 karyotipten birinde 1 ¢ift digerinde ise 3 ¢ift satellit
kromozom oldugu ve en uzun kromozomun 10 p oldugu gozlenmistir. Cizelge 4.1°de yer alan
cekirdek DNA analizi sonuclart incelendiginde gdzlenen varyasyonun yabanci ddllenen bir
tiir icin normal gibi goziikmesine ragmen karisimin ¢ekirdek DNA icerigi birbirine benzer iki

takson arasinda olmasi ihtimali olasidir.
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Sekil 4.17.a,b. Dactylis glomerata (GRA 712/81, 84 nolu populasyon) mitoz kromozomlari
ve karyotipleri (Bar 10 p).

4.2.17. Diploid Dactylis glomerata subsp woronowii (GRA 1/81, 85 nolu
populasyon) mitoz kromozomlar ve karyotipi.

Taksonun 1 ¢ift metasentrige benzer kromozom, 4 ¢ift submetasentrik kromozom ve 2
ciftte satellit kromozoma sahip oldugu ve en uzun kromozomun 7 p oldugu gézlenmistir. Bu
yoniiyle elde edilen karyotip takson i¢in baska bir aksesyon kullanilarak elde edilmis olan
karyotipler ile satellit kromozom sayis1 hari¢ benzerdir. Aradaki farklilik bitki materyalinin

farkli taksondan olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 4.18. Diploid Dactylis glomerata subsp woronowii (GRA 1/81, 85 nolu populasyon)
mitoz kromozomlari ve karyotipi (Bar 10 p).
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5. SONUC

Bir bitkinin ayr1 bir tiir olarak smiflandirilabilmesi igin, genetik olarak cinsin diger
tirlerinden izole edilmis ve farkli ekolojilere adapte olmus olmasi yaninda farkli fenotipik
ozelliklere sahip olmasi da gereklidir (Borril, 1991). Dactylis cinsine bu agidan yaklasinca
taksonlarin morfolojik olarak birbirlerine benzemesi, bir¢ok taksonun dogada genelde bir
arada bulunuyor olmalar1 ve birbirleriyle kolayca melezlenebilmeleri nedeniyle cinsin
icerisinde yeni tiirlerin olusumu siirecinin (speciation) heniiz tamamlanamamis oldugu
anlasilmaktadir. Ote yandan, Murray, (2005) bir cins icerisinde yeni tiirlerin olusumunda
hiicre c¢ekirdegi icerisinde bulunan DNA miktarinin bitki morfolojisinden daha Once
farklilagtigini bu yiizden de, eger bir tir igerisinde ¢ekirdek DNA igerigi farklilig
belirlenmigse bunun tiir igerisinde taksonomik ¢esitliligin ve yeni tiirlerin olusum siirecinin
varligini gosteren bir delil olabilecegini belirtmistir.

Calismadan elde edilen sonuglara gore Dactylis cinsi igerisinde yer alan ayni ploidy
diizeyindeki (diploid) taksonlar arasinda 2C ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan biiyiik bir fark
(1.5 pg) vardir. Bu fark cinsin igerisinde farklilasmanin (speciation) basladigini ancak
varyasyonun siireklilik (continuous type) gosteren varyasyon olmasindan dolayr bu
farklilagmanin heniiz daha tamamlanmadigini ve hala devam eden bir siire¢ oldugunu ifade
etmektedir. Diger taraftan bu siireklilik gosteren varyasyon cinsin igerisindeki taxonlarin
birbirleri ile hala kolayca melezlenebilmelerinden dolay: aralarinda fazla miktarda genetik
materyal degisimi yaptiklarini da ifade etmektedir.

Dactylis kromozomlarinin morfolojik olarak birbirine benzer olmasindan dolayi
kromozomlarin kesin olarak teshislerinin yapilmasi bu ¢alismada kullanilan klasik yontemle
miimkiin olamamigtir. Klasik yontemlerle yapilan sitolojik incelemelerde taksonlarin
karyotiplerinin bazi taxonlar arasindaki satellite kromozom sayis1 hari¢ genelde bir birine ¢ok
benzedikleri belirlenmistir. Bu da cinsin igerisinde kromozom morfolojisi bakimindan
belirgin bir farklilagmanin olmadigini bu yiizden de yeni tiirlerin olusma siirecinin (speciation
proces) heniiz tamamlamamis oldugunun bir baska delili sayilabilir. Bundan dolay1 Dactylis
taxonlari i¢in daha giivenilir ve informatif karyotiplerin ancak kromozom banding ve in situ
hybridization metotlar1 kullanilarak elde edilebilecegi anlagilmistir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar gen bankalarindaki Dactylis aksesyonlarmin
bazilarinin etiket bilgilerinin yanlis bazilariin da karisik olabilecegini isaret etmektedir. Bu
yiizden taksonlarin saf olarak bulunduklari bolgelerden uzman kisilerce teshis edilip vakit
gecirmeden toplanmalar1 ve gen bankalarinda muhafaza altina alinmalar1 son derece biiyiik bir

oneme sahiptir.
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