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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BAZI KILCIKSIZ BROM (Bromus inermis L.) AKSESYONLARININ
CEKIRDEK DNA ICERIKLERININ BELIRLENMESI

Rukiye GULCU

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Tlker NIZAM

Bu arastirmanin amaci, bazi kilgiksiz brom (Bromus inermis L.) aksesyonlarinin, flow
sitometri yontemi kullanilarak ¢ekirdek DNA igerikleri, ploidi seviyesi ve kromozom
sayilarint belirlemektir. Elde edilen sonuclara gore; c¢ekirdek DNA igerikleri arasinda
istatistiksel olarak onemli (P<0.01) farklarin oldugu belirlenmistir. Arastirmada kullanilan
kilgiksiz brom aksesyonlariin ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 11.43 pg/2C ile 26.62 pg/2C
arasinda degigmektedir. En ytliksek ¢ekirdek DNA igerigi 26.62 ve 26.43 pg ile PI 655131 ve
PI 628278 nolu aksesyonlarda belirlenirken, en diisiik g¢ekirdek DNA igerigi ise ayni
onemlilik gurubunda yer alan PI 598583, PI 636580 ve PI 632560 nolu aksesyonlarda
sirastyla 11.43, 11.44 ve 11.45 pg olmustur. Sonug olarak, 48 kilgiksiz brom aksesyondan 33
aksesyonun tetraploid, 10 aksesyonun octaploid ve 5 aksesyonun ise decaploid oldugu tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kilgiksiz brom, Bromus inermis L., ¢ekirdek DNA igerigi, flow

sitometri, kromozom sayist
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ABSTRACT
MSc. Thesis

DETERMINATION OF NUCLEAR DNA CONTENT OF SOME BROMEGRASS (Bromus
inermis L.) ACCESSIONS

Rukiye GULCU

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor Dog. Dr. ilker NIZAM

The objective of this study was to determinate of nuclear DNA content using flow
cytometry, and ploidi levels and chromosome number of some smooth bromegrass.
According to the obtained results; it was statistically significant differences (P <0.01) between
nuclear DNA contents of smooth bromegrass accessions. Average nuclear DNA contents of
smooth bromegrass accessions used in the study varied between 11.43 pg/2C with 26.62
pg/2C. Highest nuclear DNA content was detected as 26.62 pg/2C and 26.43 pg/2C in
accessions numbered Pl 655131 and Pl 628278, respectvely. Lowest nuclear DNA content
was detected as 11.43, 11.44 and 11.45 pg/2C in accessions numbered P1 598583, Pl 636580
and PI 632560, respectvely. Consequently, 48 smooth bromegrass accessions were identified
as 33 tetraploid, 10 octaploid and 5 decaploid smooth bromegrass.

Keywords: Bromegrass, Bromus inermis L., nuclear DNA content, flow cytometry,

chromosome number
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1. GIRIS

Ulkemizde toplam ¢ayir mera alanlar1 1950 yilinda 37.8 milyon hektar iken, son
istatistiklere gore 12.4 milyon hektar olarak bildirilmektedir. Bilidigi {izere iilke hayvanlariin
kaba yem ihtiyact dogal cayir, mera ve yayla alanlarindan karsilanmaktadir Bu kaynaklardan
saglanan verim ise mevcut hayvan varligimizi yeterince besleme olanagini yeterince
karsilayamamaktadir. Gegmis yillarda yapilan yanlis uygulamalar sonucu hayvanlarin severek
yedigi yiiksek verimli, besleme degeri fazla bitki tiirlerine sahip olan ¢ayir meralarimizin
biiyliik boliimii yok olmus, yerlerini verimi diisiik, besleme degeri az veya hi¢ olmayan
yabanci otlar almistir. Bu nedenle hayvanlarimizi beslemek i¢in gerekli yem gereksinimi
karsilanamamakta ve hayvansal verim ile toplam hayvansal {iretim diisiik olmaktadir.
Giiniimiizde; diinya niifusu ve tilke niifusunun hizla artmasina bagli olarak besin maddelerine
olan ihtiya¢ giderek artmaktadir. Bu artan besin maddesi ihtiyaclarmin da karsilanmasi ise
hayvansal ve bitkisel irilinlerin arttirilmasi ile gergeklestirilmektedir. Tarimsal alanlarin
genisletilmesinin zor hatta imkansiz oldugu giiniimiizde, birim alandan daha fazla iriin elde
etmek, maliyeti diistirmek, verimi arttirmak, besleme degerini ve kaliteyi yiikseltmek, insan

beslenmesi yoniinden biiyiikk 6nem tasimaktadir.

Bromus L. cinsi serin mevsim bugdaygillerinden olup Diinyanin serin ve iliman
bolgelerine dagilmis 160 kadar brom tiiri bulunmaktadir. Brom tiirlerinin ¢ogunun anavatani
Asya, Avrupa ve pek azinin ise Amerika’dir. Kilgiksiz brom bol yaprakli, rizom meydana
getiren, ¢ok yillik bir serin mevsim yem bitksidir. Cigeklenmis bitkilerde govde 80-120 cm
kadar uzayabilir. Yaprak kin1 kapali ve tiiysiizdiir. Yaprak ayasi diiz, ucu sivri 4-12 mm
genisliginde, 15-40 cm uzunlugunda, ayanin orta kisminda W seklinde isaret vardir. Kulak¢ik
yoktur veya nadiren kii¢iilmiis olarak mevcuttur. Cok yilliklardan kilgiksiz brom(Bromus
inermis L.) tarimsal agidan onemli olup, yem degerleri orta veya iyi seviyededir. (Gould and

Shaw 1983; Serin ve Tan, 2009).

Yem bitkilerine ihtiyacin biiyiik oldugu iilkemizde kil¢iksiz brom gibi uzun 6miirli,
kuraga, sicaga ve soguga dayanikli bitkiler ¢ok timit var goriilmektedir. Soguklara ¢ok
toleranslt olup yalniz yetistirildiginde ise iilkemizin her yerinde hem ilkbaharda, hem de
sonbaharda ekilebilmektedir. Ot verimi yiiksek ve besin maddeleri yoniinden otunun zengin
olmas1 nedeniyle, iyi bir kuru ot ve silaj bitkisidir. Gelisme doneminin erken ve gec

devrelerinde bol yesil ot drettigi i¢in boylelikle yesil yem devresini genisletir. Koksapli
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olmasi nedeniyle ¢ignemeye ve koparmaya toleransli olup iyi bir mera ve toprak koruma
bitkisi olmaktadir. Bozulmus meralarin yenilenmesi ve tarla arazilerinde suni ¢ayir kurulmasi

i¢in biiylik 6nem tasiyan bir bitkidir.

Degisik bolge sartlarina uyabilecek yeni cesitlerin gelistirilmesi, iilkemizde yem
bitkileri ekim alanlarinin genisletilebilmesilli¢in yapilacak en 6nemli ¢alismalardan birisidir.
Istenilen 6zelliklere sahip yeni cesitlerin gelistirilmesinde bitki 1slah ¢alisma yontemleri
biiyiilk 6nem tasir. Olusturulan 1slah programlar1 daha saglikli, kisa siirede, daha verimli ve
daha etkin olarak hedeflenen amaglara ulagsma sansini1 daha da arttirmig olacaktir.

Cekirdek DNA igerigi, hiicre ¢ekirdeginin igerisinde bulunan toplam DNA miktarini
ifade eder ve genellikle “C” degeri olarak 6lgiiliir. Cekirdek DNA igerigi bilgisi taksonomik
ve 1slah ¢alismalar1 igin son derece yararlidir. Taksonomi, bitki islahi, bitki koruma ve
molekiiler biyoloji olmak tizere pek ¢ok farkli alanlarda kullanilan 6nemli bir karakterdir.
Farkl1 bitki tiirlerinde yapilan arastirmalar gostermistir ki her genomun DNA igerigi genellikle
sabit ve her tiir i¢in karakteristiktir. Bitki nukleuslarindaki DNA miktarlarinin degismezligi

organizmalarda anahtar rol oynamaktadir.

Cekirdek DNA igerigi terimi ilk defa Swift (1950) tarafindan kromozom sayis1 ile
meydana gelebilecek karigikliklari onlemek i¢in ortaya atilmistir. Herhangi bir genotipin ‘C’
degeri (1C degeri), DNA s1 heniiz replike olmamis haploid ¢ekirdegin (n kromozom sayisina
sahip) DNA igerigidir (Bennett ve Leitch 1995; Tuna 2009).

Baslangicta Cekirdek DNA icerigi kimyasal analiz ve mikrodensitometri metodlari ile
belirlenmekteyken, giiniimiizde flow sitometri yiiksek hiz1 ve hassasiyeti nedeniyle ¢ekirdek
DNA analizlerinde tercih edilen metod olmustur (Bennett and Smith, 1976). Bu yontem
sayesinde bilginin hizli, giivenilir ve duyarl bir sekilde elde edilmesi saglanmis olur.

Flow Sitometrinin temel yaklagimi, hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve RNA icerigi,
sitoplazmik graniileritesi acisinda degerlendirilmesidir (Demirel 1995). Bu amagla hedeflenen
yap1 ya da hiicre once fluoresan madde ile isaretli bir antikor veya 6zel bir boya (niikleik

asitlere 6zel propidium iodide) kullanilarak isaretlenir (Collier 2000).

Flow sitometri analizi hedeflenen yapi ve hiicrelerinin sayisini tiiriinii ¢ok kisa siirede,
ucuz ve etkin bir sekilde belirleyebilir (Karaboz ve ark. 2008). On binlerce hiicrenin ya da

partikiiliin (virus, spor, vb) kisa zaman i¢inde analiz edilmesi, istatistiksel bilginin ¢ok ¢cabuk
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elde edilmesi, elde edilen bilginin esnek olmas1 flow sitometriyi iyi bir analiz araci olarak 6ne

cikarmaktadir.

Gen plazm koleksiyonlarinda karakterizasyon ve korumada iyi olusturulmus arastirma
ve 1slah programlarinda ploidi degerlendirilmesi ¢ok 6nemli bir etkendir (Tuna ve ark. 2001).
Ploidi belirlenmesi geleneksel olarak boyanmis kok uglarindan yapilmaktadir (Karp 1991).
Fakat bu metot zahmetli ve ¢ok bitki lizerinde c¢alisilmasi zordur. Son yillarda ploidi
seviyelerinin belirlenmesinde flow sitometri ¢ok kullanilan bir teknik olmustur (Bennet ve
ark. 2000). Flow sitometrinin sagladigi bu avantajlar sebebiyle son yillarda ¢ekirdek DNA

analizinin bitki 1slah1 ve genetiginde kullanimini giderek yayginlasmaktadir.

Bu arastirmanin amaci, bitki 1slah1 ¢alismalarinda kullanilmak {izere yurt disi gen
bankalarindan temin edilen bazi kilgiksiz brom (Bromus inermis L.) aksesyonlarinin, 1slah
calismalarinda kullanilmadan o6nce ©On aragtirma kapsaminda flow sitometri yontemi

kullanilarak ¢ekirdek DNA igeriklerini ve ploidi diizeylerini belirlemektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bromus L. cinsi serin mevsim bugdaygillerindendir ve 100'den fazla tiir igerir (Gould
ve Shaw 1983).

Kilgiksiz brom, Kuzey ve Orta Avrupa ile Cin'e kadar uzanan Asya'nin iliman
bolgelerinin yerli bitkisidir. 1934-1936 yillarinda yasanan siddetli kurakliktan sonra
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis ve iizerinde yogun calismalar baslamistir. Sicak, soguk ve
kuraga dayanikli bir yem bitkisidir. Adaptasyon yetenegi yiiksektir ve ekstrem sicaklik
sartlarinda canliligini devam ettirir. Kilgiksiz bromun ¢ayir (kuzey ve step (giiney) olmak
tizere 2 6nemli tipi vardir. Cayir tipi, daha ¢cok nemli vadi tabanlarinda, step tipleri ise kurak

yerlerde yetisir (Serin ve Tan, 2009).

Hill ve Myners (1948), 193 kilgiksiz brom bitkisinin 192’sinin 2n=8x=56 kromozoma
(oktaploid) veya yaklasik 56 kromozoma sahip oldugunu bildirmistir.

Sigurbjornsson ve ark. (1957), 222 kuzey ve giiney tipi kil¢iksiz brom bitkisinde
somatik kromozom sayist belirlenmistir. Kil¢iksiz brom bitkileri i¢inde somatik kromozom
sayist 54, 55, 57 ve 58 olan aneuploid bitkiler bulunmustur. Bir bitkide ise 49 kromozom
belirlenmistir. Kuzey ve giiney tiplerinin belirli varyeteleri arasinda sitolojik farklar oldugu
bildirilmistir. Kuzey tiplerde 56’dan daha fazla kromozoma sahip bitki oram1 daha fazladir.
Giiney tipi kilgiksiz bromlarda ise 56’dan daha diisiik kromozom sayisina sahip bitkilerin

orani daha fazla olarak saptanmaigstir.

Bromus, cinse ait siirlarin tartisildig: biiyiik bir bugdaygil cinsidir. Bromus'un 100 ile
400 tiir arasinda dagilim gosterdigini bildirilmektedir. Cogu tropik daglik bolgelerdeki ilave

tiirler ile eski ve yenidiinyanin 1iliman bdlgelerinde yayilir (Verloove, 2012).

Bromus tiirleri y1llik veya ¢ok yilliktir ve B. inermis, B. anomalus, B. pumpellianus, B.
catharticus, B. mollis ve B. rigidus gibi bazi 6nemli mera ve yembitkilerini de igeren
adaptasyonu ve kullanimi genel olarak degisken olan serin mevsim bugdaygil bitkileridir.
Temel kromozom sayis1 x=7'dir ve kromozom sayis1 2n=17 den 2n= 84'e kadar degigmekle
birlikte, tiirlerin ¢ogu diploid (2n=2x=14) veya tetraploid (2n=4x=28)'dir (Sheidai ve ark.
2008).



Armstrong (1987) Rusya'dan toplanan kilgiksiz brom aksesyonlarinda tetraploid
(2n=4x=28) ve oktaploid (2n=8x=56) formlarin oldugunu, bir aksesyonda ise bir diploid

(2n=14) formun bulundugunu belirtmistir.

Kilgiksiz brom oktaploid (2n=8x=56) bir tiirdiir. Hekzaploid kil¢iksiz brom oktaploid

ve tetraploidler arasindaki resiprokal melezlerden elde edilir (Armstrong, 1992).

Mirzaie-Nodoushan ve ark. (2006) 7 brom tiiriiniin (B. tomentellus, B. hankegnus, B.
sterilis, B. inermis, B. cappadocicus, B. persicus ve B. biebersteinii) 12 populasyonunda
karyotip analizleri yapmislardir. Populasyonlarin kromozom sayilar1 2n= 14 ile 2n= 84
arasinda degismistir. Arastirmada kullanilan Bromus inermis L. populasyonlarinda 2n= 56

kromozom olarak belirlenmistir.

Bir C3 bitkisi olan Bromus L.'nin yaklasik olarak 150 tiire sahip bir cinstir. Bu cins
Asya, Avrupa, Afrika ve Amerika’da genis bir dagilima sahiptir. Kilgiksiz brom ¢ok yillik
bugdaygil tiirlerinin en ¢ok soguga dayanikl1 olanlarmdan biridir. Onemli soguga dayaniklilik
genlerinin izolasyonu i¢in dnemli genetik kaynak oldugu kadar soguga dayanikliligin genetigi
icin arastirma konusudur. Tiirlerinin 2x den 12x e kadar yiiksek bir poliploidi meydana
getirme Ozelligi vardir. Bromus 7 seksiyon i¢inde siniflandirilir. Bunlar i¢indeki 6nemli
tarimsal seksiyonlar Pnigma (B. inermis Leyss.) ve Ceratochloa (B. catharticus Vahl., B.
sitchensis Trin. in Bong)’dir. Bromlarin temel kromozom sayis1 x=7"dir. B. inermis ve B.
biebersteinii R & S. (2n=56), B. riparius Rehm. (2n=70) ve B. erectus Huds. (2n=28)

kromozoma sahiptir (Williams ve ark. (2011)).

Tuna ve ark. (2001), dort Bromus tiiriiniin 322 aksesyonun ploidy diizeylerini
karakterize etmek icin yaptiklar1 calismada, her bir aksesyondan 10 bitkinin DNA igerigini
belirlemek i¢in Flow sitometri yontemini kullanmiglardir. Segilen aksesyonlarda ortalama
DNA igeriklerinin ploidi seviyeleri ile iliskili oldugu, bu aksesyonlarin DNA igeriklerinin
farkli ploidy seviyelerini temsil ettiklerini gosterdigini bildirmislerdir. Tetraploid, octaploid
ve decaploid aksesyonlarin niikleer DNA igeriginin diploid aksesyonlardan yaklasik olarak 2,
4 ve 5 defa daha biiyiik oldugunu belirtmislerdir. Tetraploid B. inermis L. i¢in 11.74 pg 2C™*
(2n=4x=28) ve octaploid B. inermis L. i¢in 22.28 pg 2C* (2n=8x= 56) olarak belirlenmistir.



Teykin (2011), flow sitometri yontemiyle 83 Bromus catharticus Vahl. aksesyonunun
¢ekirdek DNA igeriklerini belirledigi arastirmasinda, 81 aksesyonun 11.79 pg 2C " ile 13.72
Pg 2C! arasinda degistigini ve hekzaploid olduklarmi bildirmistir. Cekirdek DNA igerigi
bariz olarak ¢ok yiiksek olan (19.66 ve 19.41 pg 2C71) iki aksesyonun ise bagka tiire ait
oldugunu belirtmistir.

Armstrong (1987), arastirmasinda kullandigi Bromus inermis aksesyonlarinin
kromozom sayisinin biiyiik ¢ogunlugunun 2n=8x=56 ile oktaploid oldugunu, Chimkent’ten
toplanan 4 aksesyonun ise tetraploid (2n=4x=28) oldugunu belirlemistir. Ayrica bir diploid
formunda (2n=2x=14) bulundugunu bildirmistir. B. riperius aksesyonlari kromozom sayilari
ise 2n=10x=70’tir. Arastirmaci, B. inermis’in diploid, tetraploid ve oktaploid sitotiplerinin B.
riperius’un evriminden igerildigini bildirmistir. Bu iki tiirtin dogal melezlenmesi oldukca
kolay ve hibritleri fertil olmaktadir. Tetraploid aksesyonlarin B. inermis g¢esitlerinin

gelistirilmesi i¢in faydali olacagini da belirtmistir.

Tuna ve ark. (2004), C- bantlama prosediirleri, kromozom uzunlugu ve kromozom kol
uzunlugu oranlari ile birlikte tetraploid ve oktaploid B. inermis genomlarinin kromozomlarini
tek tek belirlemek ve daha 6nce mevcut olanlardan daha ayrintili karyotiplerini gelistirmek ve
tetraploid ve octaploid B.inermisin genomik iliskisini incelemek amaciyla yaptiklari
caligmada, dort tetraploid ve ti¢ oktaploid aksesyonlar1 kok uglarii sitogenetik analizler igin,
kromozom squash hazirliklarini iiretmekte kullanmiglar, dort kromozom disinda tetraploid
formunun kromozomlarinin hepsi, C-bant desenler, kromozom uzunlugu ve kol uzunlugu
orani ile tanimlamiglardir. Oktaploid B. inermis genomun, uzun yada kisa kol iizerinde C-
bantlarlar1 olmayan dort kromozom, iki telomerik bantlari ile = 14 kromozomlar1 ve yalnizca
tek telomerik bant ile = 38 kromozomlar1 i¢erdigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, dordii
hari¢ tim kromozomlari tanimlanabilir giftlere ayrilabildigi igin tetraploid B. inermis'in bir
allotetraploid oldugunu, belirli C-bant desenleri ile kromozomlarin ve uydu kromozomlarin
beklenen ve gercek sayilart arasindaki farkliliklar nedeniyle oktaploid B. inermis'in

muhtemelen tetraploid B. inermisin ikiye katlanmis formu olmadigini bildirmislerdir.

Cekirdek DNA igeriginin tarimsal arastirmalarda kullanim alanlar1 1. ploidy analizi 2.
ploidy diizeyi stabilitesinin kontrolii, 3. haploid ve double haploid hatlarin iiretimi, 4. yeni

ploidy diizeylerinin belirlenmesi, 5. aneuploid bitkilerin belirlenmesi, 6. erken gelisme



donemlerinde cinsiyet belirlenmesi, 7. tiirler aras1 melezleme, 8. somatik melezleme, 9. hiicre

dongiisii analizi olarak siralayabiliriz (Tuna 2009).

Bugdaygiller familyasi igerisinde yer alan cinsler birbirine benzeyen, farkli ploidi
diizeylerine sahip olan ve karigimlar halinde birlikte yetismekte olan ¢ok sayida tiirii
icerdiklerinden tiirlerin teshisi zor olup, taksonomileri karmasiktir. Bundan dolayi, ploidi
analizi bugdaygil tiirlerinin teshisi ve taksonomisinde kullanilan 6énemli bir yontemdir (Huff

ve Palazzo 1998).

Geleneksel olarak bitkilerin ploidy diizeyi feulgen veya asetokarmin ile boyanmis kdk
uclarindan hazirlanmis preparatlar iizerinde bulunan mitoz kromozomlarini 1s1k mikroskobu
yardimiyla sayarak belirlenmektedir (Karp 1991). Ancak yavas ve ¢ok fazla is giiciine
gereksinim duyan bu yoOntem, bitki genetik kaynaklarinin karakterize edilmesi orneginde
oldugu gibi ¢ok sayida ornekte ploidy diizeyinin belirlenmesinde kullanilabilecek pratik ve
kullanish bir yontem degildir. Ayrica, kromozomlari kiiciik ve ploidy diizeyi yliksek olan
tirlerde kromozom sayarak ploidy belirlemesi olduk¢a zordur ve cogunlukla da genetik

kaynaklarin yanlis siniflandirilmasina neden olmaktadir (Brummer ve ark. 1999).

Bitkilerin sahip oldugu tiim kromozomlar hiicre ¢ekirdeginde bulundugundan,
cekirdek DNA miktarlar1 ploidy diizeyinin ifadesi olarak kullanilabilmektedir (Lu ve ark.
1998). Onceleri bitki ¢ekirdek DNA miktarlar1 feulgen mikrospektrofotometri ile
belirlenmekteydi (Bennett ve Smith 1976). Son yillarda, kolayligi, hiz1 ve giivenilirliginden
dolay1 flow sitometri ploidi belirlenmesinde tercih edilen metot olmus (Rayburn ve ark. 1989;
Heslop-Harrison 1995) ve Panicum virgatum L. (Hultquist ve ark. 1997; Lu ve ark. 1998),
Manda otu (Buchloe dactyloides) (Johnson ve ark. 1998; Johnson ve ark. 2001) yonca
(Medicago sativa L.) (Brummer ve ark. 1999), baz1 yesil alan tiirleri (Arumuganathan ve ark.
1999), kilgiksiz brom (Bromus inermis L.) (Tuna ve ark. 2001), ve domuz ayrig1 (Dactylis L.)

(Tuna ve ark. 2007) cinslerinde basariyla kullanilmistir.

Genom basina ¢ekirdek DNA miktar1 hem tek bir bitkinin hiicreleri arasinda hemde
ayni tiiriin farkli bireyleri arasinda degismeyerek sabit kalmakta ve bu yiizden de tiirlere 6zel
olmaktadir (Bennett ve Leitch 1995). Bir bitki hiicresindeki DNA miktar1 C harfi ile pikogram
cinsinden belirtilir. C degeri haploid genom; 2C degeri ise diploid somatik genomun DNA
miktarini ifade etmektedir. Angiospermlerin ¢ekirdek DNA larma ait C degerleri 0.1 pg ile
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125 pg arasinda degismektedir (Bennett ve ark. 2000). Cekirdek DNA miktarlarinin tiirlere
0zel olmasi, ¢ekirdek DNA’s1 degerlerini taksonomi, evrim ve molekiiler genetik caligsmalari

i¢in vazge¢ilmez temel bilgi yapmaktadir (Bennett and Leitch 1995).

Rees ve Walters, (1965) feulgen metodu ile belirlenmis ¢ekirdek DNA
miktarlarindan yola ¢ikarak hekzaploid olan ekmeklik bugdayin kokeni olan yabani bugday

tiirlerini belirlemis ve evrimini incelemistir.

Cekirdek DNA miktarlar1 Vicia (Chooi 1971), Brassicae (Verma ve Rees 1974),
Solanaceae (Narayan 1987) Papaver (Srivastava ve Lavania 1991), Festuca (Ceccarelli ve
ark. 1992) Hydrangea (Cerbah ve ark. 2001) ve Bromus (Tuna ve ark. 2001) cinslerinde de
kullanilarak tiirlerin genomik karakterizasyonu ve evrimlerinin incelenmesinde basariyla

kullanilmistir.

Ohri (1998) bir cins igerisinde ayni kromozom sayisina sahip ¢ok sayida tiiriin
bulundugu durumlarda varsa tiirler arasindaki ¢ekirdek DNA igerigi farkliliklarinin tiirlerin

teshisi ve siniflandirilmalarinda ¢ok etkili oldugunu bildirmislerdir.

Joachimiak ve ark. (2001), 6 Bromus tiirtiniin (B. arvensis, B. hordeaceus, B.
carinatus, B. willdenowii, B. erectus ve B. inermis) C-banding ve ¢ekirdek DNA miktarlarini
inceledikleri ¢alismada, ii¢ tiirtin (B. carinatus, B. erectus and B. inermis) kok ucu meristem
icindeki kromozom sayilarinin farklilik gosterdigini, bu yiiksek polyploid tiirlerin kék ucu
hiicrelerinin (2n=8x=56) &nemli DNA degiskenligi gosterdigini bildirmislerdir. incelenen
tirlerin 2C DNA igeriklerini;  B.arvensis'te 11.63 pg, B. hordeaceus'ta 23.03 pg, B.
carinatus'ta 22.94 pg, B. willdenowii'de 12.99 pg, B. erectus'ta 24.65 pg ve B. inermis'te
24.54 pg olarak tahmin eden arastirmacilar, DNA miktarlarina gore analiz edilen taksonlarin,
2C DNA yaklasik 12 mikrogram degerindeki (B. arvensis ve B. willdenowii) ve yaklasik 24
mikrogram degerindeki (B. hordeaceus, B. carinatus, B. erectus ve B. inermis) olmak iizere

iki ayr1 grup olusturdugunu bildirmislerdir.

Tuna (2000), Bromus cinsine ait tiirlerin (Bromus inermis ssp. inermis, Bromus
riparius, Bromus biebersteinii ve Bromus inermis ssp. pumpellianus) aksesyonlarinin ploidy
seviyelerinin belirlenmesi ve farkli ploidy diizeylerinin her birinin tiirler arasindaki bazi

genomik konular1 ¢dzmek, molekiiler sitogenetik teknigi (C-banding) kullanarak daha
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bilgilendirici karyotipler gelistirmek amaciyla yiiriittiigii doktora ¢alismasinda; DNA igerigi
(pg 2CY)  ve dogrulanmis kromozom sayimlarma dayanarak, Bromus cinsine ait tiirlerin
¢ekirdek DNA igerigi ve kromozom sayilarini; octaploid B. biebersteinii (2n = 56) i¢in 22.62
pg 2C %, decaploid B. biebersteinii (2n = 70) i¢in 26.07 pg 2C %, tetraploid B. inermis ssp.
inermis (2n = 28) i¢cin 11.74 pg 2C*, octaploid B. inermis ssp. inermis (2n = 56) icin 22.28
pg 2C*, octaploid B. inermis ssp. pumpellianus (2n = 56) i¢in 22.72 pg 2C™*, decaploid B.
inermis ssp. pumpellianus (2n = 70) i¢in 26.5 pg 2C %, diploid B. riparius (2n = 14) i¢in 6.14
pg 2C %, octaploid B. riparius (2n = 56) icin 22.15 pg 2C* ve decaploid B. riparius (2n = 70)
icin 26.64 pg 2C* oldugunu belirtmistir. Arastirmaci, Bromus L. cinsi i¢in temel kromozom
sayisinin x=7 oldugunu ve Bromus inermis L. i¢in bildirilen kromozom sayilarinin 2n= 28, 42
ve 56 oldugunu belirtmistir. Kil¢iksiz bromun genel olarak yetistiriciligi yapilan formlarindan
tetraploidlerin (2n=4x=28) bir allotetraploid iken, 2n=8x=56 kromozom sayisina sahip

olanlarin bir autoallooctaploid oldugunu bildirmistir.

Armstrong (1991), ¢alistig1 bitkiler i¢inde en genis genom hacminin Bromus tiirleri
arasinda oldugunu belirtmistir. B. oxyodon'un haploid genomunda 1.92 pg DNA'dan (Her
haploid genomun DNA'sinin 1C degeri) B. secalinus'ta 3.5 pg DNA'ya kadar genis bir

varyasyona sahip oldugunu bildirmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Bu calismada yurt dis1 kaynakli ¢esitli gen bankalarindan temin edilen 48 kilgiksiz
brom (Bromus inermis L.) aksesyonu materyal olarak kullanilmistir. Bu aksesyonlar Cin Halk
Cumbhuriyeti, Amerika Birlesik Devletleri, Rusya, Mogolistan ve Kazakistan menseilidir.
Aksesyonlarin tam listesi Cizelge 3.1.1° dedir.

Cizelge 3.1.1. Arastirmada kullanilan B. inermis ssp. inermis aksesyonlarinin mensei

Aksesyon No Toplandig Yer

1 Pl 18223 Mogolistan

2 P1 598588 Kazakistan

3 P1598583 Kazakistan

4 P1598585 Kazakistan

5 P1598579 Kazakistan

6 P1 598586 Kazakistan

7 P125093 Kazakistan

8 P1 21403 Mogolistan

9 P1598581 Kazakistan

10 Pl 655222 Amerika Birlesik Devletleri
11 Pl 655218 Amerika Birlesik Devletleri
12 Pl 584449 Amerika Birlesik Devletleri
13 P1 636615 Mogolistan

14 P1655121 Mogolistan

15 Pl 610855 Mogolistan

16 | P1598592 Kazakistan

17 Pl 642844 Amerika Birlesik Devletleri
18 Pl 642845 Amerika Birlesik Devletleri
19 P1 619004 Mensei bilinmiyor.

20 P1610847 Mogolistan

21 Pl 610865 Mogolistan

22 P1610882 Mogolistan
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23 P1610869 Mogolistan

24 P1619019 Mogolistan

25 P1 636614 Mogolistan

26 P1636576 Mogolistan

27 P1 18154 Mogolistan

28 P119648 Mogolistan

29 P1618991 Cin Halk Cumbhuriyeti
30 P1 636583 Cin Halk Cumbhuriyeti
31 Pl 636579 Cin Halk Cumbhuriyeti
32 P1 632560 Cin Halk Cumbhuriyeti
33 P1 636580 Cin Halk Cumbhuriyeti
34 P1 632460 Cin Halk Cumbhuriyeti
35 P1636578 Mensei bilinmiyor.
36 P1655131 Mogolistan

37 P1618974 Mogolistan

38 P1 598556 Cin Halk Cumbhuriyeti
39 P1598572 Rusya

40 P1 598538 Cin Halk Cumbhuriyeti
41 P1 598570 Rusya

42 Pl 19685 Mogolistan

43 Pl 13111 Cin Halk Cumbhuriyeti
44 P1 13055 Cin Halk Cumbhuriyeti
45 P1 12972 Cin Halk Cumbhuriyeti
46 P1598577 Rusya

47 P1 12936 Cin Halk Cumbhuriyeti
48 P1628278 Mensei bilinmiyor.
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3.2. Yontem

3.2.1. Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Fidelerin Elde Edilmesi

Tohumlar igerisinde ¢imlendirme kagidi bulunan c¢apt 90 mm olan petri kaplari
icerisine yerlestirilmis ve tizerlerine tekrar ¢imlendirme kagidi konulmak suretiyle
Ortlilmiistiir. Tohumlarda mantar enfeksiyonunu Onlemek amaciyla Captain soliisyonu
(Captain WP 50%, 250 g/100 It) kullanilmistir. Cimlendirme islemi 20°C'ye ayarlanmis bir
¢imlendirme kabininde gergeklestirilmistir. Petri kaplart ¢imlendirme islemi siiresince belli

araliklarla kontrol edilmis ve ihtiya¢ halinde su takviyesi yapilmistir.

Her aksesyon icin, ¢imlenmis tohumlardan saglikli ve iyi gelismis olan 10 fide
viyollere sasirtilmigtir. Viyollerde kullanilacak toprak materyalinde 3 birim bahge topragi, 1
birim dere kumu ve 1 birim torf bulunmaktadir. Kilgiksiz brom bitkileri analiz edilene kadar

sera igerisinde yetistirilmistir.

3.2.2. Cekirdek DNA Analizi

Cekirdek DNA analizleri, Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Boliimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi laboratuarinda yapilmistir. Cekirdek DNA analizinde
her aksesyon igin yetistirilmis 3 fideden elde edilen taze yaprak dokular1 kullanilmstir. izole
edilmis ¢ekirdekler, ayni laboratuarda bulunan PARTEC marka Flow sitometri cihazi
kullanilarak analiz edilmistir. Daha sonra bu 3 fidenin ¢ekirdek DNA igerikleri miktarlarinin
ortalamasi alinarak her aksesyon ic¢in ¢ekirdek DNA igerigi belirlenmistir. Cekirdek DNA
icerigi belirlenmesinde DNA igerigi bilinen bir standart bitki ile kiyaslama yapilir. Bu
nedenle, standart bitkinin dokular1 da analiz edilecek 6rnege ait dokularla birlikte ayn1 anda
hazirlanir. Cekirdek DNA igeriginin hesaplanmasinda standart olarak arpa (Horedum vulgare

L.) bitkisinin Sladoran ¢esiti kullanilmistir.
Analizlerde PARTEC firmasinin hazir kitleri kullanilmig ve {iretici firmanin protokolii

takip edilmistir. Cekirdek DNA izolasyonu icin kullanilan PARTEC protokolii asagida

sunulmustur (Tuna, 2014).
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3.2.2.1. Staining Soliisyonun Hazirlanmasi:

PARTEC firmasimin hazir kitleri igerisinde izolasyon bufferi, boyama soliisyonu,
propidium iodide ve RNAse bulunmaktadir. izolasyon bufferi kullanilmaya hazirdir. Her
ornek i¢in; 2 ml Staining Buffer, 6 ul RNAse stok soliisyon, 12 ul Pl (Propidum lodide) stok

soliisyonu karigtirilarak staining soliisyonu hazirlanir.

3.2.2.2. Cekirdek DNA icerigi tespiti icin bitki 6rnegin hazirlanmasi:

1- Geng bitkilerin (3-4 haftalik) taze yapraklarindan yaklasik olarak 40 mg kil¢iksiz brom
yaprak dokusu ve standart olarak kullanilan bitkinin 20 mg yaprak dokusu petri kapina konur
ve lizerine 500 ul Exraction Buffer ilave edilir (Resim 3.2.1).

2- Yaprak dokusu keskin jilet ile 30-60 saniye siiresince kiigiik parcalara ayrilana kadar
pargalanir. Bu sekilde hazirlanmis 6rnek petri kabi igerisinde hafifce 10-15 saniye kadar
calkalanir (Resim 3.2.2).

3- Calkalama isleminden sonra 40 saniye kadar petri kabinda bekletilen 6rnek PARTEC
marka 50 ul CellTrics filtre ile siiziilerek tiip icerisine transfer edilir (Resim 3.2.3).

4- Tip igerisine daha once hazirlanmig 2 ml staining soliisyonu ilave edilerek hazirlanan
ornek (Resim 3.2.4) 1s1ksiz bir ortamda 30-60 dakika inkiibe edilir (Resim 3.2.5). Bu siirenin

sonunda drnekler flow sitometri cihazi kullanilarak analiz edilir (Resim 3.2.6).

13



Resim 3.2.1.Dokulara buffer ilavesi Resim 3.2.2. Dokularin par¢alanmast

Resim 3.2.4. Staining soliisyonu ilavesi

Resim 3.2.5. Inkiibasyon Resim 3.2.6. Orneklerin cihaz ile analizi
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3.2.2.3. Cekirdek DNA iceriginin hesaplanmasi:

Cekirdek DNA igerigi belirlenmek istendiginde, 6rnegin ¢ekirdek DNA igerigi, DNA
icerigi bilinen bir standart bitki ile kiyaslanir. Bir 6rnegin mutlak ¢ekirdek DNA igerigi, 6rnek
ile segilen standardin G1 piklerinin florasan yogunluklarina ait degerler kullanilarak asagidaki
formiil araciligiyla pikogram (pg) olarak hesaplanir.

Ornek Bitkinin Floresans Y ofunlugu

DMA miktar = X Standart Bitkinin DIA Wictan
standart Bitkinin Floresans YoZunlugu

3.2.2.4. istatistiksel Analiz

Kilgiksiz brom aksesyonlarina ait ¢ekirdek DNA igeriklerinin istatistik analizi 3
tekrarlamali olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore SPSS istatistik paket programi
kullanilarak yapilmigtir. Ortalamalar arasindaki farklilik ile 6nemliligin belirlenmesinde

duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.
3.2.3. Kromozomlarin Sayim

Cekirdek DNA igerigi bakimindan farklilik gosteren Bromus inermis L.
aksesyonlarindan segilen birka¢ bitki lizerinde kromozom sayimi yapilmistir. Kromozom
saymmi bitki kok uglarinda bulunan ve hizli boliinme gosteren meristematik hiicrelere sahip
dokular kullanilarak ezme yontemiyle hazirlanmis slaytlar {izerinde i1yi dagilmis mitoz
kromozomlariin sayilmasiyla Feulgen metoduna gore yapilmistir. Daha sonra elde edilen

preparatlar 151k mikroskobunda incelenerek sayilmistir.
3.2.3.1. Bitki Kok Uclarimin Elde Edilmesi

Bitki kok wuglar1 saksilarda yetistirilen bitkilerden bahar aylarinda sabah erken
saatlerde olusan siirgiinlerden elde edilmistir. Kok ucu hasadi sabah 8.00-10.00 arasinda

gerceklestirilmistir. Hasat edilen kok uglart ilk olarak 24 saat soguk su (+4 °C) ile muamele

edilmistir.
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3.2.3.2. Kok Uglarimin Tespiti

Sise icindeki su bosaltilarak yerine yeni hazirlanmis Farmer ¢ozeltisi ( 3 kisim %99
luk etanol + 1 kisim glasial asetik asit) doldurularak kok uglari tespit edilmistir. Kullanilana

kadar saklanmak iizere -20 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.3.3. Hidroliz

Hidroliz, dokularin hiicrelerini birbirinden ayirip onlarin daha iyi gdzlenmesi
bakimindan 6nemlidir. Bu yiizden bitki dokularini boyamadan oOnce hidroliz yapilmasi
gereklidir. 3:1 alkol:asetik asit ¢zeltisinden ¢ikarilan kok uglari, yikanip kurulandiktan sonra
1IN HCI igerisine alimmis ve 60 °C’de 14 dk siireyle banyoda bekletilmek suretiyle hidroliz
islemi tamamlanmistir (Elgi, 1982).

3.2.3.4. Feulgen Boyamasi

Uygun sekilde hidrolizi yapilan kok uglart HCI kalintisinin giderilmesi igin tekrar su
ile yikanarak kurulanmistir. Feulgen igerisinde 1 saat siire ile bekletilerek boyanmustir.
Boylece kokler preparat yapimina hazir hale getirilmistir (Elgi, 1982). Boyama sonunda kok

uclarinin 1-2 mm’lik meristem bdlgelerinin koyu viyole rengine boyandig1 goriilmiistiir.

3.2.3.5. Feulgen Boyasinin Hazirlanmasi:

Feulgen boyasinin hazirlanmasi i¢in 1g kristal halinde fuksin bazik (parafuksin) alinir.
Bu fuksin bazik, kiiciik bir havanda veya 8-10 cm ¢apinda bir saat cami i¢inde ezilir. 500
cm?’liikk bir erlenmayerin dip kismina, kabin etrafina bulastirmadan bu ezilmis, toz haline
getirilmis fuksin bazik konulur. Bir bagka erlenmayerde 200 cm?*’liikk damitik su kaynatilir.
Toz halindeki fuksin bazik lizerine bu kaynamig damitik su, yavas yavas dokiliir. Bir yandan
da cam cubuk ile boya devamli olarak karistirilir. Boyay1 50 °C’a kadar soguyuncaya kadar
karigtirmaya devam edilir. Sonra 20 cm® N HCI ilave edilir. Olusan karisim siiziiliir. 2 g
potasyum metabisiilfit (K,S,05) ilave edilir. Boya agz1 iyice kapatilmis bir siseye koyulur. En
az bir gece olmak lizere 24 saat kadar, karanlik bir yerde dolapta bekletilir. Boylece visne
cliriigii rengindeki boya, acik cay rengini alir. Boya 4°C’da buzdolabinda muhafaza edilir

(Elgi, 1982).
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3.2.3.6. Preparatlarin Hazirlanmasi

Kok uglarinin koyu viole rengine boyanan 1-2 mm’lik biiyiime meristemleri, keskin
bir jilet ile kesilerek lam iizerine damlatilan %45°lik asetik asit igerisinde jiletle iyice
pargalanmustir. Uzerine lamel kapatilip, kurutma kagidi ile asetik asitin fazlasi alindiktan
sonra bir kursun kalemin arkasi ile lamele Once hafif, sonra biraz sert darbeler indirilmis,
kurutma kagidi arasina alinan preparata bir elin basparmag ile kuvvetle bastirilmis ve daha
sonra lam ve lamel arasindaki hava kabarciklarinin giderilmesi i¢in lamelin kenarina bir
damla %45°lik asetik asit damlatilmistir. Bu damla lamelin kenarinda dolastirilarak
kabarciklar1 giderilmistir. Fazla asit kurutma kagidi ile ¢ekilmistir. Pargaciklarin tek bir hiicre
tabakas1 haline gelmesi i¢in, preparat kurutma kagidi arasina konularak bagparmak ile lamelin
her tarafina ayni siddetle bastirilmistir. Kromozomlarin iyi dagildigi ve morfolojilerinin

goriilebildigi uygun preparatlar mikroskop ile incelemeye hazir hale getirilmistir (Elgi, 1982).
3.2.3.7. Kromozomlarin fotograflanmasi ve incelenmesi

Hazirlanan preparatlar Olympus BX51 marka mikroskop ile gozlenmistir. Morfolojisi
diizgiin, sayilabilen ve kromozom sayisi tam olan hiicrelerin kromozomlar1 sayillmis ve

fotograflar1 Dijital fotograf makinesi ile 100 liik objektifte biiyiitiilerek ¢ekilmis ve bilgisayar

ortamina aktarilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Yurt dist gen bankalarindan temin edilen 48 kilgiksiz brom (Bromus inermis L.)
aksesyonunun, flow sitometri yontemi kullanilarak cekirdek DNA igeriklerinin ve ploidi

diizeyleri ile kromozom sayilarinin belirlenmesi amaglanan bu ¢alismada elde edilen bulgular

asagida sunulmustur.

4.1. Kilgiksiz Brom Aksesyonlarinin Cekirdek DNA Icerikleri ve Ploidi Seviyeleri

Baz1 kilgiksiz brom aksesyonlarinin g¢ekirdek DNA igeriklerine ait varyans analizi

sonuclar1 Cizelge 4.1.1.'de sunulmustur.

Cizelge 4.1.1. Baz1 kil¢iksiz brom aksesyonlarina ait varyans analizi tablosu

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F p
Kaynagi Toplam1 Derecesi Ortalamasi
Aksesyon 4397,655 47 93,567 2846,930 P<0.01
Hata 3,155 96 0,033
Genel 4400,810 143

Flow sitometri analizi sonucunda arastirmada kullanilan kilgiksiz  brom

aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri arasinda istatistiksel olarak onemli (P<0.01)
farklarin oldugu belirlenmistir. Ortaya c¢ikan bu farklarin standart sapma degerleri ve

onemlilik guruplar1 Cizelge 4.1.2'de sunulmustur
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Cizelge 4.1.2. Bazi kilgiksiz brom aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg) ve onemlilik

gruplari
Aksesyon No Cekirdek DNA igerigi Standart Sapma Onemlilik Gurubu
(pg)
Pl 18223 11.88 0.025 j-n
P1598588 11.55 0.070 mno
P1598583 11.43 0.015 0
P1 598585 11.66 0.115 I-0
P1598579 11.63 0.060 I-0
P1 598586 11.71 0.015 k-o
P1 25093 22.08 0.460 fg
Pl 21403 22.29 0.530 ef
P1598581 11.82 0.035 k-n
Pl 655222 21.45 0.485 h
Pl 655218 21.91 0.185 g
P1 584449 22.05 0.405 fg
Pl 636615 11.79 0.175 k-0
Pl 655721 11.97 0.145 jki
P1 610855 11.86 0.200 j-n
P1 598592 11.96 0.065 jki
Pl 642844 22.53 0.110 de
Pl 642845 22.77 0.075 d
Pl 619004 21.61 0.300 h
Pl 610847 11.56 0.025 mno
P1 610865 11.60 0.100 mno
Pl 610882 11.52 0.010 no
Pl 610869 12.04 0.040 jk
P1619019 26.06 0.055 b
Pl 636614 11.88 0.035 j-n
P1 636576 11.63 0.040 l-0
Pl 18154 11.90 0.050 J-m
Pl 19648 11.79 0.065 ko
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P1618991 11.52 0.121 no
P1 636583 11.88 0.060 j-n
P1636579 22.61 0.205 d
P1 632560 11.45 0.000 0
P1 636580 11.44 0.075 0
P1 632460 11.86 0.020 j-n
P1636578 11.63 0.060 I-o
P1655131 26.62 0.250 a
P1618974 11.70 0.125 k-0
P1 598556 11.73 0.080 k-0
P1 598572 25.96 0.040 b
P1 598538 11.57 0.230 mno
P1598570 22.07 0.195 fg
P119685 12.65 0.050 1
Pl 13111 11.97 0.205 jki
P1 13055 12.19 0.190 J
P112972 11.90 0.075 J-m
P1 598577 25.48 0.235 c
P1 12936 11.86 0.064 j-n
P1628278 26.43 0.080 a

Cizelge 4.1.2'nin incelenmesinden anlasilacagr gibi kullanilan kilgiksiz brom
aksesyonlar1 arasinda ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan olusan farklarda Bromus inermis L.
aksesyonlarinin ortalama cekirdek DNA igerigi 11.43 pg/2C ile 26.62 pg/2C arasinda
degismektedir. En yiiksek deger 26.62 ve 26.43 pg ile Pl 655131 ve Pl 628278 nolu
aksesyonlarda belirlenirken, bu aksesyonu 26.06, 25.96 ve 25.48 pg ile sirasiyla P1 619019, PI
598572 ve P1 598577 nolu aksesyonlar takip etmistir.

Arastirmada kilgiksiz brom aksesyonlar1 i¢cinde en diisiik ¢ekirdek DNA igerigi ise
ayn1 6nemlilik gurubunda yer alan PI 598583, PI 636580 ve PI 632560 nolu aksesyonlarda
sirastyla 11.43, 11.44 ve 11.45 pg olarak saptanmistir. Bu aksesyonlar1 11.52 pg ile P1 610882
ve PI 618991nolu aksesyonlar ile PI 598588, P1 610847 ve PI 610865 (sirasiyla 11.55, 11.56
ve 11.60 pg) nolu aksesyonlar takip etmistir.
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Bromus inermis L. aksesyonlari ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan ¢ok bariz sekilde
gbze ¢arpan 3 ayr1 grup olusturmaktadir. Ortalama g¢ekirdek DNA igerigi en diisiik olan
aksesyonlarin ortalama g¢ekirdek DNA igerigi 11.43-12.65 pg/2C arasinda degisirken, en
yiiksek grupta yer alan aksesyonlarin ortalama c¢ekirdek DNA igerigi 25.48-26.62 pg/2C
arasinda degismektedir. Orta grupta yer alan aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igerigi ise 21.45-
22.77 pg/2C arasinda degismektedir. Her gruptan bir bitkiye ait flow histogramlar1 asagida
sunulmustur (Sekil 4.1.1;4.1.2; 4.1.3; 4.1.4; 4.1.5 ve 4.1.6).
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Sekil 4.1.1. Arpa ve tetraploid Brom G1 piklerinin bir birlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 2253 286 1365 23345 044
2 7.426  167.30 951 4535 369 044
3 8.364  188.42 657 3133 256 044
4 16,641 374.90 203 968 433 044
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Sekil 4.1.2. Arpa ve tetraploid Brom G1 piklerinin bir birlerine gore pozisyonlari
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Sekil 4.1.3. Arpa ve octaploid Brom G1 piklerinin bir birlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean Area Area% CV% Chisqu.
1 1.000 121.05 508 3516 287 0.31
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Sekil 4.1.4. Arpa ve octaploid Brom G1 piklerinin bir birlerine gore pozisyonlari
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Sekil 4.1.5. Arpa ve decaploid Brom G1 piklerinin bir birlerine gére pozisyonlari
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Sekil 4.1.6. Arpa ve decaploid Brom G1 piklerinin bir birlerine gére pozisyonlari
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Tuna (2000) ve Tuna ve ark. (2001) tetraploid B. inermis ssp. inermis (2n=28) i¢in
11.74 pg 2C*, octaploid B. inermis ssp. inermis (2n=56) i¢in 22.28 pg 2C* degeri
saptamistir. Armstrong (1991), bitkiler iginde en genis genom hacminin Bromus tiirleri
arasinda oldugunu belirterek, B. oxyodon‘'un haploid genomunda 1.92 pg DNA'dan (Her
haploid genomun DNA'sinin 1C degeri) B. secalinus'ta 3.5 pg DNA'ya kadar genis bir
varyasyona sahip oldugunu bildirmistir.

Teykin (2011), Bromus catharticus Vahl. aksesyonunun g¢ekirdek DNA igeriklerini
11.79 pg 2C *ile 13.72 pg 2C* arasinda degistigini ve hekzaploid olduklarini bildirmistir.

4.2. Kil¢iksiz Brom Aksesyonlarinin Kromozom Sayisinin Tespit Edilmesi

Aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igeriklerini ploidy diizeyleri ile iliskilendirmek igin her
gruptan iki bitkinin mitoz kromozomlar1 sayilmig ve ortalama cekirdek DNA igerigi
bakiminda en diisiik, orta ve en yiiksek olan gruplarin kromozom sayilarinin sirasiyla 2n=28,
2n=56, ve 2n=70 olarak belirlenmistir (Resim 4.2.1; 4.2.2 ve 4.2.3). Daha sonra ortalama
cekirdek DNA igerigi 11.43-12.65 pg/2C arasinda degisen tiim aksesyonlarin kromozom
sayisinin  2n=28, 21.45-22.77 pg/2C arasinda degisen tiim aksesyonlarin kromozom
sayilarimin  2n=56, 25.48-26.62 pg/2C arasinda degisen tiim aksesyonlarin kromozom

sayilarinin 2n=70 oldugu kabul edilmistir.

Bromlarda temel kromozom sayisinin X=7 olmasindan dolay1, 2n=4x=28 kromozomlu
aksesyonlarin tetraploid, 2n=8x=56 kromozomlu aksesyonlarin octaploid, 2n=10x=70
kromozomlu aksesyonlarin ise decaploid oldugu kabul edilmistir (Tuna 2000; Williams ve
ark. 2011).

Arastirmada kullanilan kil¢iksiz brom aksesyonlarinin tetraploid, oktaploid ve

decaploid kromozom sayilarina ait resimler asagida sunulmustur.
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Resim 4.2.1. Tetraploid (2n=4x=28) Bromus inermis L. ait mitoz kromozomlarinin
gorunusu

Resim 4.2.2. Octaploid (2n=8x=56) B. inermis L. ait mitoz kromozomlarinin goriiniisii
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Resim 4.2.3. Decaploid (2n=10x=70) Bromus inermis L. ait mitoz kromozomlarinin goriiniisii

Yapilan analiz sonuglarina gore; asagidaki tablodan da goriilecegi tizere 48 B.inermis
L. aksesyonundan 33 aksesyonun tetraploid (Resim 4.2.1), 10 aksesyonunun octaploid (Resim

4.2.2) ve 5 aksesyonunun ise decaploid (Resim 4.2.3) oldugu belirlenmistir.

Calismamizda elde edilen sonuglar daha once Tuna ve ark. (2001) flow sitometri ile
Brom aksesyonlarinin ploidisini belirledigi calismalarinda elde edilen sonuglar ile biiyiik bir
benzerlik gdstermektedir. Aym sekilde, Hill ve Myners (1948) arastirmasinda kullandig: 193
kilgiksiz brom bitkisinin 192'sinin 2n=8x=56 kromozoma (oktaploid) sahip oldugunu
bildirmektedir. Sigurbjornsson ve ark. (1957) kil¢iksiz brom aksesyonlarinin biri hari¢ (49
kromozom) kromozom sayilarinin 54, 55, 57 ve 58 oldugunu, kuzey tiplerinin 56'dan biiyiik,
giiney tiplerinin ise 56'dan kii¢iik kromozom sayisina sahip oldugunu belirtmislerdir. Mirzaie-
Nodoushan ve ark. (2006)'da farkli brom tiirleri ile yaptiklar1 arastirmalarinda kilgiksiz brom
populasyonlarinin 2n=56 kromozoma sahip oldugunu saptanmislardir. Tuna (2000), Bromus

cinsindeki tiirlerin kromozom sayilarini belirledigi calismasinda, kilgiksiz brom i¢in tetraploid
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(2n=4x=28) ve oktaploid (2n=8x=56) kromozom sayilar1 bildirdigi arastirmasi bulgularimizi

destekler durumdadir.

4.3. Kil¢ciksi1z Brom Aksesyonlarimin Ploidi Seviyeleri

Elde edilen ¢ekirdek DNA igerigi verilerinin degerlendirilmesi ve yapilan kromozom

sayimi sonucunda kilgiksiz brom aksesyonlarimin ploidi seviyeleri Cizelge 4.3.1'de

gosterildigi bigimde belirlenmistir.

Cizelge 4.3.1. Kilgiksiz brom aksesyonlarinin ploidi seviyeleri

Aksesyon No Ploidi Seviyesi
Pl 18223 Tetraploid
P1 598588 Tetraploid
P1 598583 Tetraploid
Pl 598585 Tetraploid
P1 598579 Tetraploid
P1 598586 Tetraploid
Pl 25093 Octaploid
P1 21403 Octaploid
P1 598581 Tetraploid
Pl 655222 Octaploid
Pl 655218 Octaploid
Pl 584449 Octaploid
Pl 636615 Tetraploid
Pl 655721 Tetraploid
P1610855 Tetraploid
Pl 598592 Tetraploid
Pl 642844 Octaploid
Pl 642845 Octaploid
Pl 619004 Octaploid
Pl 610847 Tetraploid
P1 610865 Tetraploid
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P1 610882 Tetraploid
P1610869 Tetraploid
P1619019 Decaploid
P1636614 Tetraploid
Pl 636576 Tetraploid
Pl 18154 Tetraploid
P119648 Tetraploid
P1618991 Tetraploid
Pl 636583 Tetraploid
P1 636579 Octaploid
Pl 632560 Tetraploid
P1 636580 Tetraploid
P1 632460 Tetraploid
P1636578 Tetraploid
Pl 655131 Decaploid
P1618974 Tetraploid
P1 598556 Tetraploid
Pl 598572 Decaploid
P1598538 Tetraploid
P1598570 Octaploid
Pl 19685 Tetraploid
Pl 13111 Tetraploid
P1 13055 Tetraploid
Pl 12972 Tetraploid
P1598577 Decaploid
P1 12936 Tetraploid
Pl 628278 Decaploid

Tuna ve ark. (2001), DNA igeriklerinin farkli ploidy seviyelerini temsil ettiklerini
gosterdigini bildirmislerdir. Tetraploid, octaploid ve decaploid aksesyonlarin niikleer DNA
iceriginin diploid aksesyonlardan yaklasik olarak 2, 4 ve 5 defa daha biiylik oldugunu
belirtmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tezde, 48 kil¢iksiz brom (Bromus inermis L.) aksesyonunun, flow sitometri
yontemi kullanilarak c¢ekirdek DNA igeriklerinin, ploidi seviyelerinin ve kromozom

sayilarinin tespit edilmesi amaglanmistir.

Yapilan flow sitometri analizleri sonucunda, c¢ekirdek DNA igerikleri arasinda
istatistiksel olarak Onemli (P<0.01) farklarin oldugu belirlenmistir. Bromus inermis L.
aksesyonlarinin ortalama cekirdek DNA igerigi 11.43 pg/2C ile 26.62 pg/2C arasinda
degismektedir. En yliksek c¢ekirdek DNA igerigi 26.62 ve 26.43 pg ile Pl 655131 ve PI
628278 nolu aksesyonlarda belirlenirken, en diisiik ¢cekirdek DNA igerigi ise ayni 6nemlilik
gurubunda yer alan PI 598583, PI 636580 ve PI 632560 nolu aksesyonlarda sirasiyla 11.43,
11.44 ve 11.45 pg olmustur.

Cekirdek DNA icerigi 11.43-12.65 pg/2C arasinda degisen tiim aksesyonlarin
kromozom sayisinin 2n=28, 21.45-22.77 pg/2C arasinda degisen tim aksesyonlarin
kromozom sayilarinin 2n=56, 25.48-26.62 pg/2C arasinda degisen tim aksesyonlarin
kromozom sayilarinin 2n=70 oldugu kabul edilmistir. Bu kromozom sayilar1 mikroskopta

gozlemlenerek dogrulanmaktadir.

Sonug olarak, kromozom sayisi bilinmeyen 48 kil¢iksiz brom aksesyonundan 33
aksesyonun tetraploid (2n=4x=28), 10 aksesyonun octaploid (2n=8x=56) ve 5 aksesyonun ise
decaploid (2n=10x=70) oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, aragtirmada kullanilan 48 kilgiksiz
brom aksesyonu ile yapilacak 1slah ¢alismalarinda arastirmacilara zaman ve emek agisindan

kolayliklar saglayacaktir.
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