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Sunulmus olan bu tez ¢alismasinda kiiltiirii yapilan Onobrychis (O. viciifolia, O.
arenaria, O.transcaucasica) tiirleri ile bazi yabani tiirlerin genom yap1 ve organizasyonlari
nispeten yeni molekiiler sitogenetik yontemler ile incelenmistir. Calismada kullanilmis olan
Onobrychis aksesyonlari USDA-NPGS koleksiyonundan tedarik edilmistir. Calismada 35
farklt Onobrychis tiiriiniin kromozom sayilari tespit edilmistir. Tiirlerin X =7 ve x =8 olmak
tizere 2 farkli temel kromozom sayisina sahip oldugu belirlenmistir. Diploid tiirlerde
kromozom sayist 2n = 2x = 14 ve 2n = 2x = 16 olarak degisiklik gosterirken, poliploid
tirlerde O. subacaulis (2n = 4x = 32) tiirii hari¢ 2n = 4x = 28 olarak saptanmistir. O. pallasi
(2n = 14), O. sternohiza (2n = 14) ve O. vaginalis (2n = 16) tiirlerine ait kromozom sayilari
ilk defa bu ¢alismada saptanmigtir. Onobrychis genomlar1 fluorasan in situ hibridizasyon ve
genomik in situ hibridizasyon metodu ile ilk defa bu ¢alismada analiz edilmistir. Yapilan
FISH analizlerinde prob olarak 35S ve 5S rDNA kullanilmig ve 33 farkli Onobrychis tiiriiniin
mitotik kromozomlar1 iizerindeki rDNA lokuslarinin say1 ve fiziki lokasyonlar1 belirlenmistir.
Diploid tiirlerde, 35S rDNA lokusu sayist 1 ile 4 ¢ift arasinda degisiklik gosterirken, 5S
rDNA lokus sayisinin 1 ile 2 ¢ift arasinda degistigi gozlenmistir. Analiz edilmis diploid
tirlerde 35S rDNA lokusunda 5S rDNA lokusuna nazaran daha fazla varyasyon oldugu
gozlemlenmistir. Poliploid tiirlerde O. subacaulis harig¢ 2 ¢ift 35S rDNA lokusu ve 4 gift
5S rDNA lokusu saptanmugtir. O. subacaulis tiiriinde her iki lokus iginde eliminasyon
gozlemlenmistir. Flow sitometri metodu ile FISH analizlerinde kullanilan spesifik genotipler
tizerinde g¢ekirdek DNA igerigi analizi yapilmis ve 2C c¢ekirdek DNA igeriginin diploid
Onobrychis tiirlerinde yaklasik 2.5 misli farklilik gostererek 0,65 pg ile 1,47 pg arasinda
degisim gosterdigi saptanmustir. Poliploid Onobrychis tiirlerinde ise 2C ¢ekirdek DNA igerigi
2,43 pg ile 2,83 pg arasinda degisiklik gdsterdigi belirlenmistir. Calismada ayrica 30 farkl
aksesyonda nrITS bdlgesi kullanilarak molekiiler filogeni analizleri gergeklestirilmistir. Elde
edilen sonuclara gore poliploid tiirlerin ¢ogunlukla ayni kladda yer aldig1 gézlemlenirken,
diploid tiirler arasinda 6nemli bir varyasyon oldugu ve her 3 kladda da yer aldiklar
saptanmistir. Onobrychis tiirlerinin ¢alisma kapsaminda belirlenmis olan kromozom sayilari,
35S ve 5S rDNA lokus sayilar1 ve ¢ekirdek DNA igeriklerine ait degerler ayr1 ayri analiz
edilerek filogenetik agac¢ iizerinde haritalanmistir. Yapilan bu analiz sonuglarma gore
Onobrychis cinsinde ansestor temel kromozom sayisinin X = 8 oldugu saptanmistir. Bir ¢ift
homolog 5S rDNA lokusu ansestor olarak belirlenmistir. Cekirdek DNA igeriginin diploid



tiirlerde poliploid tiirlere nazaran daha dinamik oldugu saptanmistir. Tiim bunlara ek olarak
calismada en yaygin sekilde kiiltiiri yapilan tiir olan O. viciifolia' nin progenitorleri hakkinda
on bilgi edinebilmek amaciyla Genomik in situ hibridizasyon analizi de yapilmis ve O.
kachetica diploid tiiriiniin genomu ile O. viciifolia genomu arasinda oldukga yiiksek derecede
benzerlik oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gore diploid O. kachetica tiiriniin O. viciifolia'
nin progenitdrii veya progenitorlerinden birisi olabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak kesin
sonug icin daha ¢ok sayida analizin yapilmas1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Korunga, FISH, GISH, nrITS, Flow sitometri

2019, 141 Sayfa
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In this presented thesis study, cultivated species (O. viciifolia, O. arenaria, O. transcaucasica)
and some of wild species of Onobrychis genus were analysed in details to obtain information about
their genom structure and organisation using molecular cytogenetic methods. Accessions of
Onobrychis species used in this study were obtained from USDA-NPGS collection. Chromosome
numbers of 35 different Onobrychis species were determined. Two different basic chromosome
numbers, x = 7 ve x = 8, were determined. Diploid species have 2n = 2x = 14 and 2n = 2x = 16, while
poliplod species (except O. subacaulis 2n = 4x = 32) have 2n = 4x = 28 chromosome number.
Chromosome numbers were found for O. pallasi (2n = 14), O. sternohiza (2n = 14) and O. vaginalis
(2n = 16) species presented here for the first time. The genom structure of Onobrychis genus is
presented here using fluorescense in situ hybridisation and genomic in situ hybridisation methods for
the first time. The number and localization of rDNA loci were determined using fluorescense in situ
hybridisation with 35S and 5S rDNA probes along somatic chromosomes of 33 Onobrychis species. In
diplod species, 35S rDNA loci ranged from 1 to 4 per, 5S rDNA loci was determined 1 or 2 per along
somatic chromosomes of Onobrychis species. In analysed diploid species, 35S rDNA loci was more
variable than 5S rDNA loci. Except O. subacaulis, 4 per 5S and 2 per 35S rDNA loci were determined
in all polyploid species. Elimination of both rDNA loci was observed in O. subacaulis. The genome
size of genotypes which were analysed with FISH was estimated using flow cytometry and 2C nuclear
DNA content in diploid species studied ranged from 0,65 pg to 1,47 pg shown almost 2,5 fold
difference. Genome sizes of poliploid specis changed from 2,43 pg to 2,83 pg. Phylogenetic
relationship inferred using nrITS sequences of 30 onobrychis species. In the phylogenetic tree
resulting from data set, polyploid species mostly (except O. subacaulis) were placed in same clad
whereas diploid species were place in different clades. The nuclear genome size, number of rDNA loci
and basic chromosome number were mapped onto the phylogenetic tree seperately. Ancestral basic
chromosome number was identified as x = 8. The interpretation of the rDNA locus patterns in a
phylogenetic context revealed that the ancestral state was 1 per locus for 5S rDNA. To obtain
information about the origin of the most well known cultivated species which is O. viciifolia was
tested using GISH. Due the high genome similarity, O. kachetica was suggested one of the putative
progenitors or progenitor diploid species. However, more experiments are required to be precise about
the progenitor of O. viciifolia.

Anahtar Kelimeler: Onobrychis, FISH, GISH, nrITS, flow cytometry
2019, 141 Pages
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1. GIRIS
1. 1. Onobrychis Miller

Onobrychis Miller (korunga) cinsi Baklagiller (Fabacaeae) familyasinin dnemli bir
tiyesidir. Cins tek yillik ve ¢ok yillik olmak lizere yaklasik 162 tiir (taxon) igermektedir.
Ulkemizde yaklagik 52 tiiri bulunmak ile birlikte 27 tanesi endemiktir Ozellikle Akdeniz
bolgesinden baglayarak Kafkasya ve Zagros daglari boyunca Orta Asya'ya kadar genis bir
alanda yayilis gosterdigi belirtilmektedir. Bat1 Avrupa'da ise Ispanya ve Portekiz'den Orta
Asya ve Sibirya'ya kadar uzanan Onobrychis cinsi tiirlerinin bilhassa Kafkasya-iran-Anadolu
tiggeninde yogun olarak bulundigu bildirilmektedir. Afganistan-Tiirkmenistan-Tacikistan
licgeni, Balkanlar-Alpler ve Kafkasya-iran-Anadolu iicgeninde tiirlere sik¢a rastlanilmasi
sebebi ile bu bolgelerin cinsin gelisim merkezleri olarak goriildiigii belirtilmektedir. Ayrica
Kafkasya, Iran ve Anadolu bolgelerinde gozlemlenmis olan tiirlerin gesitlilik ve
yogunluklarinin 6nemli derecede fazla olmasi sebebi ile cinsin gen merkezi olma ihtimali
oldugu belirtilmis olan 6nemli bilgiler arasinda yer almaktadir (Aktoklu 1995). Onobrychis
Mill." in bitki alemindeki yeri ve cinsin en bilidik tiirii olan O. viciifolia Scop. asagida sekil

1.1.'de gosterilmektedir.

Alem . Plantae - Plants

Sube : Magnoliophyta - Flowering plants
Simif : Magnoliopsida - Dicotyledons
Takim : Fabales

Familya : Fabaceae

Cins : Onobrychis Mill.

Sekil 1.1. Onobrychis Mill. bitkisi, O. viciifolia Scop., Sainfoin (USDA plant guide)



1.2 Cinsin Tanim ve Taksonomisi

Onobrychis cinsi tek veya ¢ok yillik (tiirlerin biiyiik bir kism1 ¢ok yilliktir) otsu tiirler
ile az sayida dikenli yarigali tiirlerden olusmaktadir. Govdeleri tabanda odunlagmis sekilde
yada kalin toprak alt1 yapi, genel olarak kivrik, belirgin agik yesil ¢izgili, tliysliz veya basit
tiiylii yapidadir. Kulakgiklar birlesik veya serbest, ¢ogunlukla zarst1 ve kenar1 kirpikli
yapidadir. Yapraklarin yaprakeiklar: tekli, genellikle taban kismindakiler uzun sapli, {ist
kisimdakiler kisa sapli yada nadiren sapsizdir. Yaprakc¢iklar tam kenarli, yuvarlaktan seritsi
dikdortgenimsiye kadar olmak {izere, tepesi kiiglik sert bir ugla sonlanan yapidadir. Cigek
durumu eksensel salkimsidir. Brakteler zars1 ve brakteoller 2 adet, ipliksi, zars: genel olarak
canak yaprak tiipii lizerinde veya nadiren ¢icek sap1 iizerinde yer almaktadir. Canak yaprak
¢an seklinde ve tiipiin alt bolgesi disa dogru siskin olmakla beraber disler esit degildir, genel
olarak mizraksi aniden daralmis yada seritsi aniden daralmis durumdadir. Tag yaprak leylak,
pembe, krem, sar1 veya beyaz, ¢ogunlukla koyu mor damarli; bayrakgik, ters yumurtamsi,
dairemsi, eliptik veya dikdorgenimsi eliptik, kanatciklar genel olarak ¢anak yapraktan daha
kisa, nadir olarak uzun, kulakg¢ikli ve sapli; kayik¢ik bayrakeik ile esit veya daha kisa, nadiren
uzun durumdadir. Erkek organlar diyadelf yapidadir. Yumurtalik 1-2 (-3) oviillii sapsiz veya
bazen ¢ok kisa sapli, ucta yumusak kils1 tiiyli veya nadiren tiiysiiz yapidadir. Meyve
kuruyunca agilmaz, 1 (-2) tohumlu ve genel olarak hafif dairemsidir. Meyve yapisi kilsi tiiylii
veya tiiysiiz, nadir olarak ince yumusak tiiylii, ylinlii veya kaba tiiylii yapida, orta kisimda 2
sira olmak iizere petegimsi ylizeyli disk ve degisen genislikte kenar kismindan olugmaktadir.
Disk ve kenar diiz dikensi yada kanca seklinde disliden kabarcikli yada tam kenarliya kadar
degisebilmektedir. Tohumlar 1 (-2) adet dikdortgenimsi veya bobreksi sekildedir (Aktoklu
1995).

Onorbrychis cinsi oldukga 6nemli diizeyde tiir zenginligine sahip olmasina ragmen
sadece O. viciifolia (Adi korunga), O. arenaria (Kit.) DC. (Anadolu korungasi), O.
transcaucasica Grossh. (Kafkas korungasi) tarimsal agidan 6nem tasimaktadir. Bu tiirler
arasinda adi korunga olarakda bilinen Onobrychis viciifolia en bilindik ve en yaygin tarimi
yapilan tiirdiir (Ac¢ikgdz 1991). Taksonomik agidan hala problemli oldugu One siiriilen

Onobrychis cinsine ait genellikle kabul edilen siniflandirma Cizelge 1.1." de gosterilmektedir.



Cizelge 1.1. Onobrychis cinsinin taksonomik ac¢idan siniflandirilmasi

Onobrcyhis Mill.

Subgenus Onobrychis Subgenus Sisyrosema
Dendrobrychis Anthyllium
Lophobrychis Afghanicae
Hemicyclobrychis Heliobrychis

Onorbychis Hymenobrychis

Kaynak: Sirjaev, 1925

Bazi Onobrychis tiirleri i¢in derlenmis alt cins, seksiyon ve Omiir uzunluklarini
gosteren bilgiler Cizelge 1.2.'de gosterilmektedir (Flora of Turkey (1970,1988,2000 vol 3-10-
11), Grossheim 1948 Flora of the U.S.S.R., Boissie 1872 Flora Orientalis, Flora lberica,
Sirjaev 1925, Hesamzadeh Hejazi ve Nasab 2010, Ranjbar ve ark. 2012, Lewke Bandara ve
ark. 2013, Carbonero ve ark. 2012, Zarabbian ve Majidi 2015).

Cizelge 1.2. Baz1 Onobrychis tiirlerine ait alt cins, seksiyon ve 6miir uzunluklarini gésteren

bilgiler
Tiir Isimleri Alt Cins Seksiyon Omiir Uzunluklari
O. cornuta (L.) Desv. Onobrychis | Dendobrychis Cok yillik
O. echidna Lipsky Onobrychis | Dendobrychis Cok yillik
O.darwasica Vassilcz. Onobrychis | Dendobrychis Cok yillik
O. caput-galli (L.) Lam. Onobrychis Lophobrychis Tek yillik
O. micrantha Schrenk Onobrychis | Lophobrychis Tek yillik
O.pulchella Schrenk Onobrychis | Lophobrychis Tek yillik
O. aequidentata (Sm.) d'Urv. Onobrychis | Lophobrychis Tek yillik
O. crista-galli (L.) Lam. Onobrychis Lophobrychis Tek yillik
O.oxytropoides Bunge Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O.petraea (Willd.) Fisch. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. ruprechtii Grossh. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O.gontscharovii Vassilcz. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. gracilis Besser Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. daghestanica Grossh. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. biebersteinii Sirj. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O.hamata Vassilcz. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. major (Boiss.) Hand.-Mazz. Onobrychis Onobrychis Cok yillik
O. armena Boiss. & A.Huet Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O.bungei Boiss. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. cyri Grossh. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. dielsii (Sirj.) Vassilcz. Onobrychis Onaobrychis Cok yillik
O. novopokrovskii Vassilcz. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. viciifolia Scop. Onaobrychis Onobrychis Cok yillik
O.transcaspica V.V.Nikitin Onaobrychis Onobrychis Cok yillik
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Baz1 Onobrychis tiirlerine ait alt cins, seksiyon ve dmiir uzunluklarini gésteren bilgiler (Devam )

0. oxyodonta Boiss. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. hajastana Grossh. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. transcaucasica Grossh. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. altissima Grossh. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. inermis Steven Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. iberica Grossh. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. nemecii Sirj. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. arenaria (Kit.) DC. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. ferganica (Sirj.) Grossh. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. persica Sirj. & Rech.f. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. stenostachya Freyn Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. araxina Schischk. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. densijuga Hedge & Hub.-Mor. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. argaea Boiss. & Balansa Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. fallax Freyn & Sint. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. carduchorum C.C.Towns. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. halysensis Sirj. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. podperae Sirj. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. elata Boiss. & Balansa Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. kotschyana Fenzl Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. sulphurea Boiss. & Balansa Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. pisidica Boiss. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. beata Sirj. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. montana DC. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. lasistanica Sirj. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. major (Boiss.) Hand.-Mazz. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. quadrijuga Hedge & Hub.-Mor. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. paucijuga Bornm. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
0. occulta Hedge & Hub.-Mor. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. mutensis Kit Tan & Sorger Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. sivisica Kit Tan & Sorger Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. clicica Kit Tan & Sorger Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. germanicopolitana Hub.-Mor. & | Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
C. Simon

0. ebenoides Boiss. & Spruner Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. humilis (Loefl.) G. Lopez Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. alba (Waldst. & Kit.) Desv. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. supina (Vill.) DC. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. stenorhiza DC. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. megataphros Boiss. Onobrychis | Onobrychis Cok yillik
O. grandis Lipsky Sisyrosema | Anthyllium Cok yillik
O. argyrea Boiss. Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik
O.atropatana Boiss. Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik
O. buhseana Boiss. Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik
O. heterophylla C.A.Mey. Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik
O. subacaulis Boiss. Sisyrosema Heliobrychis Tek yillik
0. gaubae Bornm. Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik
O. huetiana Boiss. Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik
O. haussknechtii Boiss. Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik
O. pallasii (willd.) M. Bieb. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. sintenisii Bornm Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. amoena Popov & Vved. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
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Baz1 Onobrychis tiirlerine ait alt cins, seksiyon ve dmiir uzunluklarini gésteren bilgiler (Devam )

0. chorassanica Bunge ex Boiss. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
0. seravschanica B. Fedtsch. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
0. vassilczenkoi Grossh. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. vaginalis C.A. Mey. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. kachetica Boiss. & Buhse Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O.majorovii Grossh. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. bobrovii Grossh. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. meschetica Grossh. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. radiata (Desf.) M.Bieb. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. tournefortii (Willd.) Desv. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
0. michauxii DC. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O.hohenackeriana C.A.Mey. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. komarovii Grossh. Sisyrosema Hymenobrychis Tek yillik
O. ptolemaica (Delile) DC. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. hypargyrea Boiss. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
0. galegifolia Boiss. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
0. cappadocica Boiss. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. albiflora Hub.-Mor. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. kemulariae Chinth. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik
O. subnitens Bornm. Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik

Ulkemizde yetismekte olan Onobrychis tiirlerine ait alt cins, seksiyon bilgileri, dmiir

uzunluklart ile endemik olma durumlart Cizelge 1. 3.'de gosterilmektedir .

Cizelge 1.3. Ulkemizde yetisen Onobrychis tiirlerine ait altcins, seksiyon, dmiir uzunluklari
ve endemik olma durumlarini gosteren bilgiler

Tiir Isimleri Alt Cins Seksiyon Omiir Uzunluklar: Endemizm
O. cornuta Onaobrychis Dendrobrychis - -
O. caput-galli Onobrychis Lophobrychis Tek yillik -
O. aequidentata Onobrychis Lophobrychis Tek yillik -
O. crista-galli Onobrychis Lophobrychis Tek yillik -
O. stenostachya Onaobrychis Onobrychis Cok yillik +
0. araxina Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. densijuga Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. argaea Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. fallax Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. carduchorum Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
O. gracilis Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
O. halysensis Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. podperae Onabrychis Onabrychis Cok yillik +
O. elata Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. kotschyana Onaobrychis Onaobrychis Cok yillik -
O. sulphurea Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. pisidica Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. beata Onobrychis Onobrychis Cok yillik +




Ulkemizde yetisen Onobrychis tiirlerine ait altcins, seksiyon, émiir uzunluklar1 ve endemik olma durumlarmi
gosteren bilgiler (Devam)

O. montana Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
O. lasistanica Onobrychis Onaobrychis Cok yillik +
0. major Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
O. viciifolia Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
O. oxyodonta Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
0. hajastana Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
O. altissima Onobrychis Onaobrychis Cok yillik -
O. transcaucasica Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
0. megataphros Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
0. quadrijuga Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
0. paucijuga Onobrychis Onaobrychis Cok yillik +
0. occulta Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
0. mutensis Onobrychis Onaobrychis Cok yillik +
O. sivisica Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. clicica Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
0. germanicopolitana Onaobrychis Onaobrychis Cok yillik +
O. ebenoides Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
O. alba Onobrychis Onobrychis Cok yillik -
O. marashensis Onobrychis Onobrychis Cok yillik +
O. argyerea Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik +
O. atropatana Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik -
0. huetiana Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik +
O. haussknechtii Sisyrosema Heliobrychis Cok yillik -
O. subacaulis Sisyrosema Heliobrychis Tek yillik -
O. ptolemaica Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik -
O. hypargyrea Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik -
O. tournefortii Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik +
0. galegifolia Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik -
O. radiata Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik -
O. cappadocica Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik +
O. albiflora Sisyrosema Hymenobrychis Cok yillik +

Kaynak: Davis, 1970,1988,2000 (Flora of Turkey vol 3-10-11)

1.3. Korunga Cinsinin Tarim Acisindan Onemi

Korunga, Onobrychis cinsi tiirlerine verilen genel isimdir. Kuraga ve soguga oldukca
dayanikli olan Onobrychis tiirleri, diger bitki tiirlerinin yetisemedigi kirag ve kiregli alanlarda
da gelisim gosterebilmektedir. Bu sebeple oldukca dnemli toprak 1slahi bitkilerinden birisidir
( Akgelik 2009).

Onobrychis cinsi tiirleri hayvanlarin severek yedigi bir bitki olup, otu hayvanlar i¢in
son derece besleyici ve mineralce zengindir. Yonca gibi bazi baklagil yem bitkilerinin neden
oldugu siskinlik problemine yol agmamaktadir (Akgelik 2009). Arilar igin ¢ok iyi bir bal 6zii
bitkisidir. Her tiirlii toprakta yetistirilebildigi gibi ¢ok miktarda kok kalintisini toprakta

birakarak topragin organik maddece zenginlesmesini saglamaktadir.



Baklagiller havanin serbest azotunu topraga baglayarak verimliligi arttirmaktadir.
Koklerinde havadaki serbest azotu topraga baglamalarina imkan saglayan yumrucuk
bakterileri yasamaktadir. Kok igerisinde bulunan bakteriler havanin serbest azotunu
amonyaga doniistiiriirler. Yasamlarin1 bu sekilde siirdiiren bakterilerden disartya aminoasit
salgilanir. Bitkiler bu maddelerden azot kaynagi olarak faydalanir (Anonim 2019).

Baklagiller familyasinda yer alan korunga da havadaki serbest azotu fikse etmektedir.

Bu nedenle korunga ekim zamani disinda azotlu giibreye ihtiyag duymamaktadir.

1.4. O. viciifolia (Korunga)

O.viciifolia cinsin en bilindik ve yaygin olarak yetistirilen tiiriidiir. Bu tiir i¢in bir¢ok
arastirma (1slah c¢aligmalari, morfoloji analizi, marker calismalar1 ve temel sitogenetik
analizler) bilgileri mevcut iken diger kiiltiirii yapilan tiirler (O. arenaria, O. transcaucasica -)
ve yabani tiirler ile ilgili heniiz kapsamli ¢alismalar gerceklestirilmemis olup, mevcut bilgiler
oldukca sinirhdir. O. viciifolia, Italyanca'dan koken alan ve saghkli ot (Healthy Hay)
anlamma gelen ingilizce "Sainfoin" ismi ile bilinmektedir. Tarimsal agidan "Common
Sainfoin" ve Giant Sainfoin" olmak iizere iki farkli tipi mevcuttur (Carbonero 2011).

O.viciifolia tiirti Sekil 1.2' de gosterilmektedir.

Dr. Oz Wihesn Tromée

" Pror.
Fiora von Dauts chiand Setemeich und der Schems.

Sekil 1.2. O. viciifolia ( www.biolib.de)



Uzun bir siire Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika gibi diinyanin ¢esitli yerlerinde tarimi
yapilmistir (Frame ve ark. 1998, Carbonero 2011). O. viciifolia' nin Giiney Merkez Asya'ya
0zgiin oldugu ve Avrupa'ya 15. yy'da yayildig1 baz1 ¢alismalarda belirtilmektedir (Burton ve
Curley 1968, Carbonero 2011). Kiiltiir ¢alismalari ile ilgili yaklasik 400 y1l 6ncesina dayanan
bir tarihi oldugu belirtilmektedir. Ik olarak Fransa'da 1582 de 1slah calismalar1 yapildig

sonrasinda Avrupa'da devam ettigi rapor edilmistir (Piper 1924).

O. viciifolia ¢ogunlukla gevis getiren hayvanlarin beslenmesinde yesil veya kuru ot,
silaj ve otlatilarak degerlendirilmektedir (Kempf 2016, Huyen ve ark. 2016). Genellikle
yabanci dollendigi ancak nadiren de olsa kendine dollendigi varsayilmaktadir. Yakin zamanda
gerceklestirilmis olan bir ¢alismada korungada yapay yolla tozlama yapilmis, kendi kendine
dollenme uygun kosullar icerisinde gerceklestirilmis ve yiiksek oranda basari saglanmistir.
Fakat kendileme sonucu bitki boyu tohum verimi gibi bazi1 6zelliklerinde azalmalar oldugu
belirtilmistir (Kempf 2016).

De Vicente ve Arus (1996) tarafindan gergeklestirilmis ¢calismada O. viciifolia tiirtinde
tetrasomik gen segregasyonunun baskin oldugu ve autopoliploid olabilecegi Onerilirken,
Zarrabian ve ark. (2013) tarafindan gergeklestrilmis bir bagka calismada ise disomik
segregasyon nedeniyle allotetraploid olabilecegi agiklanmigtir. Buna ragmen progenitorler ve

tetraploid korunganin genomik yapisi ile ilgili kesin bir bilgi yoktur (Kempfh 2016).

O. viciifolia oldukga farkli iklim kosullarina, farkli toprak tiplerine (alkalin ve nétral,
pH 6 ve ilizeri) ayrica kuru ve sulak alanlara adapte olabilmesini saglayan {istiin yapiya
sahiptir. Sekonder metabolit olarak bilinen tanince zengin oldugu bilinmektedir. Birincil
metabolitler bitkilerin biiylime ve gelisimlerinden sorumlu iken, ikincil (sekonder)
metabolitler bitkinin savunmasinda sorumlu oldugu bilinmektedir ( Heil ve ark. 2002, Volf ve
ark. 2015, Kempf 2016). Taninler, phlorotanin, condensed tanin (CTs), hydrolysable tanin
(HTs) ve complex tanin olmak iizere 4 farkli grup halinde bulunmaktadirlar (Serrano ve ark.
2009). Condensed tanin formunda korunganin igeriginde bulunmaktadir ve hayvan
beslenmesine birgok katkis1 oldugu ¢esitli ¢alismalarda rapor edilmistir. Proteinin kullanimini
olumlu yonde etkiledigi, biiyiimeyi hizlandirdigi, siit miktar1 ve kalitesini arttirdigi
aciklanmistir (Girard ve ark. 2016, Kempf 2016). Siskinlik probleminin engellenmesinde de
condensed taninlerin 6nemli bir etkisi oldugu belirtilmistir (Kempf 2016). Tanince zengin

olmasi sayesinde antiparazitik etkisinin oldugu belirtilmistir. Diger yem bitkilerine nazaran
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Haemonchus contortus (parazit) i¢in kontrol stratejisi gelistirilmesinde umut vaad eden bir

potansiyeli oldugu belirtilmistir (Heckendorn ve ark. 2007).

O. viciifolia' nin iki farkli simbiyosiz gelistirebildigi bazi ¢alismalarda belirtilmistir.
Birinci tip, nodiil adi verilen 6zel yapilarin gelismesi ve Rhizobium sp. ile havada gaz
halindeki nitrojenin inorganik molekiile fiksasyonudur. ikinci tip ise mikoriza olarak
bilinmekte olup, farkli fungus tiirleri ile olusmaktadir ve bazi besin maddelerini 6zellikle

fosforu bitkiye kazandirmaktadir (Carbonero 2011).

Bazi arastirmacilar tarafindan 6nemli bir ar1 bitkisi veya bal bitkisi olma 6zelligine
sahip oldugu ve kaliks borucugunun 2-3 mm derinlikte bulunmasi1 sebebi ile bir¢cok ari
tiirlerinin korunganin ¢igeklerinden polen ve nektar almalarini kolaylastidigi belirtilmektedir
(Ozbek 2011). Korunganin kendine kisir oldugu ve tohum baglamanin gerceklesebilmesi igin
yabanci tozlagma gerektigi, tozlasmanin arilar tarafindan saglandigi bununla beraber 52 bocek
tirliinlin korunga bitkisini ziyaret ettigi ve bunlarin arasindan 41 tiirliin Hymenoptera (ar1)
takimi igerisinde yer aldig1 bildirilmektedir. Ozellikle bal arisinin  (Apis mellifera L) korunga
icin iyi bir tozlayici oldugu ve sonrasinda yabani arilarin korunga ¢iceklerini ziyaret ettigi

belirtilmektedir (Knuth 1906-1909, Ozbek 2011).

O. viciifolia sahip oldugu {istiin 6zelliklerinden dolay1 ¢ok eskilerden beri bilinen ve
1960 yilina kadar diinyanin bir ¢ok yerinde tarimi yapilmakta olan bir bitkidir (Carbonero
2011). Ancak, bu tarihten itibaren degisen sartlar ve devletlerin artan gida talebine cevap
vermek adina kimyevi giibre kullanimimi tesvik etmeleri sonucu ekim sistemlerinde azotlu
gilibrelere tepkisi iyi olan tahillar dominant duruma gelmis ve yem bitkisi korunga ekim
alanlar1 diger tim baklagiller ile birlikte azalmistir (Hill 1998, Rochon ve ark. 2004,
Carbonero 2011).

O. viciifolia’nin bugiin Dogu Avrupa, Ispanya, Italya, Iran ve 6zellikle iilkemizde
tarim1 yapildigi belirtilmektedir (Mora-Ortiz ve Smith 2016). Cok yakin bir ge¢miste Avrupa
birligi ¢ok sayida lilkeden arastiricilarin katildigi konsorsiyumlar tarafindan hazirlanan ve
korunganin her yoniiyle incelendigi (molekiiler sitogenetik yontemler hari¢) Healthy Hay,
FP6-2005 ve Legume Plus, FP6 2012-2016, PITN-GA-2011-289377 adli 2 aragtirma projesini
desteklemistir (Anonim 2019a,b). Tim bunlar diinyada korunganin Oneminin yeniden

artmaya basladiginin bir gostergesidir. Degisen iklim sartlar1 ve diinyanin daha kurak bir hale
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doniisme olasiligi da goz Oniine alindiginda &zellikle tilkemiz i¢in korunganin c¢ok daha

Onemli bir tiir olacagi agik bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir.

1.5. Korunganin Tarimsal Ozellikleri ve Yetistiriciligi

Korunga yabanci tozlanan ¢ok yillik bir yem bitkisidir. Ulkemizde 6zellikle Orta ve
Dogu Anadolu ile Gegit bolgelerinde tarimi yapilmaktadir. O. viciifolianin orta derecede
nemli bdlgelerde, 1liman kusakta iyi gelisim gosterdigi belirtilmektedir. Diger bitkilerin
yetisemedigi kiregli ve kirag topraklarda gelisebildigi, kuraga ve soguga oldukca dayanikli
oldugu, fakat islak, killi ve asitli topraklar1 sevmedigi diger arastirmacilar tarafindan
bildirilmektedir. Sulama imkan1 olmayan bolgelerde ve kalkerli topraklarda yoncadan daha
yiikksek verime sahip oldugu belirtilmektedir. Derinlere kadar inebilen (8-10m) bir kok
yapisina sahip oldugu ve bu sebeple topragin alt katmanlaridan bitki besin maddelerini ve
suyu alabildigi, bu sebeple kurak alanlar i¢in olduk¢a 6nemli oldugu bilinen en dikkat gekici
Ozellikleri arasinda yer almaktadir (A¢ikgdz 2001).

Korunganin ekim zamani iliman iklime sahip bolgelerde sonbahar, kisin sert gectigi
bolgelerde ilkbahar olarak belirtilmektedir. Tohum yatagi bastirilmis, diizeltilmis, kesekleri
kirilmig ve yabanci otlardan arindirilmig olmalidir. Ekim derinligi olarak ise 2-2.5 cm
belirtilmektedir. Yalniz ekilmekle beraber korunganin bugdaygillerle (otlak ayrigi, kilgiksiz
brom vb.) karisik olarak da ekilebilecegi belirtilmektedir. Korunganin en Onemli
ozelliklerinden birisinin fakir topraklarda yetisebilmesi olmakla beraber, sadece ilk yil
koklerindeki bakteriler faaliyete gegene kadar azotlu giibre verilmesi gerektigi
belirtilmektedir. Olduke¢a kaliteli 6zellikleri olan korunga bitkisinin yetistiriciligi sirasinda
kok kurtlar1 sorun yaratmak ile beraber kok, ta¢ ve govde ¢iiriikliigii, solgunluk, govde ve
yaprak lekesi gibi diger hastaliklara da rastlandigi belirtilen problemler arasinda yer
almaktadir (Tan ve Sancak 2009).

1.6. Problem ifadesi

Onobrcyhis cinsine dahil tiirler iizerinde yapilan g¢aligmalarin sayisi son derece
sinirlidir. Son 60 yildir korunga bitkisi ihmal edilmis olan bitkiler arasinda oldugundan cinsin
icerisinde yer alan tiirler ve genomlar1 yeni teknikler ile heniiz analiz edilmemistir. Bu
nedenle de 1slah programlarinda ihtiya¢ duyulan bir¢ok temel bilgi [kromozom sayisi, ploidi

diizeyi, ne tiir poliploid olduklar1 (auto/allo) genom yap1 ve organizasyonu, genom iliskileri
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vb.] korunga tiirleri i¢in mevcut degildir. Buna karsilik tilkemizde tarimsal agidan basar1 sansi
yiiksek korunganin daha iyi rekabet edilebilmesi i¢in modern 1slah teknikleri kullanilarak bazi
zayif yonlerinin iyilestirilmesi geregi vardir. Islah projelerinin i1yi bir sekilde planlanabilmesi
ve en dogru 1slah stratejilerinin belirlenebilmesi i¢in korunga ve yakin akrabalari ile ilgili bu

temel bilgilerin elde edilmesi zorunlulugu vardir.

Yabani tiirlerin yetistikleri bolgenin kuraklik, yagis, sicaklik, tuzluluk, hastalik ve
zararhilar gibi ¢esitli ¢evresel kosullarina uyum sagladiklari ve oldukc¢a fazla cesitlilik
gosterdikleri belirtilmistir (Akgelik 2009). Genetik kaynak koleksiyonlari igerisindeki genetik
cesitliligin incelenmesi 1slah ¢aligmalarinda uygun stratejilerin belirlenmesi agisindan olduk¢a

onemlidir.

Tiirkiye'nin Onobrychis cinsi kapsamindaki tiirlerin 1slahinda kullanilabilecek yabani
tirleri acisindan oldukca zengin oldugu fakat bu genetik materyallerin bu giline kadar

yeterince incelenmedigi 1slah ¢alismasi gergelestirilmedigi belirtilmektedir (Akgelik 2009).

1.7. Amacg

Gergeklestirilmis olan bu doktora tez ¢aligsmasi ile;

Yeni molekiiler sitogenetik yontemler ile [FISH, GISH, filogenetik analizler (nrITS)]
korunganin degisik iilkelerde kiiltiirii yapilan tiirleri (O. viciifolia, O. transcaucasia ve O.
arenaria) ile bazi yabani akrabalarina ait genomlarin ilk defa analiz edilmesi, genom yapilari

iligkileri, ve progenitorleri ile ilgili yeni bilgilerin elde edilmesi amaglanmaktadir.

1.8. Molekiiler Sitogenetik Yontemler
1.8.1. Flow Sitometri Yontemi ile Cekirdek DNA Analizi

Cekirdek DNA igerigi, replike olmamis haploid niikleusun i¢erdigi DNA miktaridir.
Cekirdek DNA's1 tek veya diisiik kopya kodlayan sekanslar, promotor, intron, diizenleyici
DNA elementleri ve genomda yiizlerce veya binlerce miktarda bulunan cesitli tekrarli DNA

motiflerinden olugsmaktadir (Heslop-Harrison ve Schmidt 1998).

Cekirdek DNA igerigi tiim yasayan organizmalarin temel biyolojik karakteridir ve
hiicre, doku ve organizma diizeyinde birgok diger karakteri de etkilemektedir. Cekirdek DNA
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miktarinin tiirlere 6zgli olmasi sitotaksonomi ve evrim calisamalar1 igin vazgecilmez bir
karakter olmasini saglar. Cekirdek DNA igerigi bitki tiirleri arasinda biiyiik bir varvasyona
sahip olmakla birlikte 63-64 Mb (G. margaretae Hutch. yaklasik 2n = 40, Genlisea aurea A.
St. - Hil. yaklasik 2n = 52) ile 149.000 Mb (Paris japonica (Franch. & Sav.) Franch., 2n = 8x
= 40) araliginda degismektedir (Greilhuber ve ark. 2006, Pellicer ve ark. 2010, Bennett. ve
Leitch 2011, Heslop-Harrison ve Schwarzacher 2011). Tiirler arasinda genom boyutundaki
degisimin kromozom sayisindan bagimsiz oldugu belirtilmektedir (Greilhuber ve ark. 2006;
Pellicer ve ark. 2010; Leitch ve Leitch 2013). Soya, aygicegi ve misir gibi bazi tiirlerde %32
ye kadar cikabilen tiir igi varvasyon gozlemlenirken Cistus, Capsicum ve Seslaria albicans
gibi baz1 tiirlerde herhangi bir degisim olmadig: belirtilmistir (Graham ve ark. 1994; Rayburn
ve ark. 1997; Michaelson ve ark. 1991; Rayburn ve ark. 1989; Ellul ve ark. 2002; Moscone ve
ark. 2003; Lysak ve ark. 2000). Cekirdek DNA igerigindeki degisimin sebebi olarak birgok
kromozomal ve molekiiler diizeyde mekanizmanin (retrotranspozonlar, tekrarli DNA bolgeleri
vb. faktorler) rol aldigi saptanmistir (Vitte ve Panaud 2005; Hu ve ark. 2010). Genom yapisi,
organizasyonu ve degisiminin anlagilmasinda g¢ekirdek DNA igerigi olduk¢a Onemli bir

faktordur.

Uzun siire once ¢ekirdek DNA igeriginin belirlenmesinde feulgen densitometri
yontemi kullanilmaktaydi. Fakat son zamanlarda c¢ekirdek DNA igeriginin saptanmasi ve
ploidi diizeyinin belirlenmesinde giivenirliligi, kolayli§1 ve hizindan dolay:r flow sitometri
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemin gerceklesmesinde kullanilan Flow Cytometry cihazi

Sekil 1.3' de gosterilmektedir.

Sekil 1.3. Flow cytometry
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1.8.2. Florasan In Situ Hibridizasyon Yontemi

FISH, DNA: DNA hibridizasyonu esasina dayanan en bilindik molekiiler sitogenetik
yontemlerden birisidir. Prob adi verilen sentetik spesifik niikleik asit dizilerinin kromozomal
DNA'ya hibridizasyonu prensibi ile gerceklesen bir tekniktir. Prob olarak kullanilacak DNA
bolgesi PCR, nick translasyonu ya da random primer labelling gibi yontemler ile isaretlenir.
Analiz edilmesi planlanan bitki materyalinin kok uglarindan somatik kromozom preperatlari
hazirlanir. Kromozomal DNA ve prob DNA denatiirasyonu gerceklestirilir. Preperatlardaki
kromozomlara prob DNA'nin hibridizasyonu saglanir. Antibadi ile muamele ve bir dizi
yikama igleminden sonra kromozomlar DAPI florosan boya ile boyanarak mikroskop altinda
incelenirler. Boylelikle kromozomlar iizerinde problarin fiziksel olarak lokasyonlarinin
belirlenmesini saglamaktadir. Yontemin temel asamalar1 Sekil 1.4." de gosterilmektedir (Mao

2014).

1- Prob DNA’nin 2 - Somatik Kromozom
Isaretlenmesi Preperatlarmmn Hazirlanmas m
F s
./

NN

3- Demtunwon Hibridizasyon
T

(9 \ ot
\ o\

s‘“

6—Preperatlarin Analizi

Sekil 1.4. FISH yonteminin temel asamalari. (1) Prob DNA'nin isaretlenmesi (2) Somatik
kromozom preperatlarinin  hazirlanmas1  (3) Denatiirasyon-hibridizasyon (4)
Baglayic1 yikama (5) Antibadi uygulamasi (6) Florasan mikroskop ile sinyallerin
analizi (Mao 2014).

13



FISH analizlerinde sentromerik ve telomerik tekrarli bolgeler, 5S ve 35S rDNA, ¢esitli
cins veya tiir spesifik DNA dizileri gibi kodlanan veya kodlanamayan DNA bolgeleri prob
olarak kullanilmaktadir ve kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 FISH yontemi ile
belirlenmektedir (Cuadrado ve Schwarzacher 1998, Harper ve Zacheus Cande 2000, Hasterok
ve Maluszynska 2000, Harrison ve Heslop-Harrison 1995, Vershinin ve ark. 1996). Bu sayede
kromozomlarin teshisi ve homologlar1 ile eslestirilmesi son derece hasSas bir sekilde
yapilabilmekte, genom analizi ve iligkilerinin  belirlenmesinde  kullanilabilecek
karyogramlarin elde edilmesi miimkiin olabilmektedir (Hasterok ve ark. 2001, Lim ve ark
2000).

Fiber FISH, Multicolor FISH ve Cobra FISH olmak tizere farkli amaglar ile kullanilan
modifiye edilmis farkli ¢esitleri de vardir (Cimen 2010).

Ribosomal DNA bitkilerde yaygin olarak kullanilan prob DNA bélgelerinden birisidir.
Ribosomal DNA (rDNA) c¢ogunlukla transkribe olan ve ribozom igin gerekli olan
komponentleri igerir. 18S - 5.8S - 25S rRNA (35S oncii RNA olarak birlikte transkribe
edilirler) ve 5S rRNA kodlayan rRNA gen bolgeleri; korunmus DNA bdlgeleri + transkibe
olan + transkribe olmayan (NTS) ara bolgelerden olusmaktadir (Alvarez ve Wendel 2003;
Volkov ve ark. 2004). Ribosomal DNA' lar niikleer genom igerisinde bir veya daha fazla
lokusda ardisik tekrarli diziler halinde bulunmaktadir. 18S - 5.8S - 25S rRNA ve 5S rRNA
kodlayan DNA bolgeleri evrimsel olarak korunmus bolgeler olmakla birlikte NTSs ve ITS
bolgeleri varvasyon gosterebilmektedir. 35S rDNA bolgeleri genellikle kromozomlarin NOR
bolgeleri iizerinde lokalize olur iken, 5S rDNA bolgeleri genellikle bagimsiz lokalizasyon
gostermektedirler (Heslop-Harrison 2000, Volkov ve ark. 2004). Genom igerisinde yaygin
olarak bulunmalar1 ve korunmus yapiya sahip olmalar1 sebebiyle, kromozomlar iizerinde
FISH teknigi ile fiziksel haritalanma ¢aligsmalar1 ve karsilastirmali sitogenetik ¢alismalari i¢in
ideal marker olduklar1 belirtilmektedir (Kulak ve ark. 2002, Ksiazczyk ve ark. 2010, Kolano
ve ark. 2015). Sekil 1.5'de rDNA lokusu sematik olarak gosterilmektedir (Poczai ve Hyvonen
2010).
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Sekil 1.5. Bitkilerde rDNA lokusunun sematik olarak goriiniisii (a) rDNA bolgesinin
kromozom tiizerinde lokalizasyonu. (b) Tekrarli gen bloklar1 (18S-5.8S-25S)
(Poczai ve Hyvonen 2010)

Ribosomal rRNA genleri ve ara bolgeleri (ITS, ETS, 1GS) filogenetik bilginin kaynagi
olarak olduk¢a yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. 35S rDNA'in, ITS1 - ITS2, ETS
(transkripsiyonu yapilan dis ara bolgeler) ve IGS (intergenik ara bolge) bolgeleri ve 5S
rDNA'in NTS (transkribe edilmeyen ara bolge) bolgeleri filogenetik markdr olarak
kullanilmaktadir (Alvarez ve Wendel 2003, Morgan ve ark. 2009, Kolano ve ark. 2015).
Bahsedilen DNA bolgeleri sekil 1.6. da gosterilmektedir. Filogenetik markér olarak
kullanilmalarinin  yanisira filogenetik baglam icinde sitolojik bilginin daha dogru

yorumlanmasina imkan saglamaktadirlar (Kolano ve ark. 2015).

ITS (Internal Transcribed Spacer - Transkripsiyonu Yapilan i¢c Ara Bolgeler)

Ribozomal DNA'nin bir pargast olan ITS, 18S-5,8-25S rDNA unitesinin igerisinde
5.8S rDNA'in iki yaninda lokalize olmaktadir. ITS bolgesi; ITS1, ITS2 ve oldukca yiiksek
diizeyde korunmus 5.8S rDNA olmak iizere 3 bolgeden olusmaktadir.
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Sekil 1.6. Bitkilerde 35S rRNA genlerinin organizasyonu (Henres ve ark. 2008, Rodionov ve
ark. 2017, modifiye edilmistir)

Kapal1 tohumlu bitklilerde ITS dizilerinin baz uzunluklari 500 bg - 750 bg¢ araliginda
degisirken, agik tohumlu bitkilerde daha uzun olmakla birlikte 1.500 bg¢-3.500 bg¢ aralignda
degigsmektedir (Baldwin ve ark. 1995, Maggini ve ark. 1998, Liston ve ark. 1996). Kodlayan
(5.8S rDNA) DNA bolgesinin aksine ara bolgeler hizli bir sekilde evrilmektedirler (Poczai ve
Hyvonen 2010). Bu ara bolgelerden olan ITS filogenetik analizlerde oldukga yaygin
kullanilmaktadir. ITS bolgesinin sahip oldugu avantajlar; (1) biparental kalitimlar1 (2) PCR
cogaltimmin problemli olmamasi (3) ¢oklu kopya (multicopy) yapisina sahip olmalar1 (3)
sekans analizi i¢in uygun b¢ uzunluguna sahip olmalar1 (4) yaymlanmis olan birgok ¢aligmada
ITS dizilerinin sahip oldugu varvasyonunun tiir ve cins bazinda evrimsel calismalarin
gerceklestirilmesine imkan sagladiklarinin belirtilmesidir (Baldwin ve ark. 1995, Liston ve
ark. 1996). Transkribe olan veya olmayan ara bolgelerdeki DNA sekans varvasyonu tiir, cins
ve familya bazinda filogenetik analizler i¢in kullanilmaktadir (Baldwin ve ark. 1995, Alvarez
ve Wendel 2003, Feliner ve Rossello 2007). ITS bolgelerinde gozlemlenen varvasyonun dizi
icerisinde meydana gelen tek niikleotit polimorfizmi (SNP) veya insersiyon/delesyondan

kaynaklandigini belirtmislerdir (Poczai ve Hyvonen 2010).

1.8.3. Genomik In Situ Hibridizasyon Yontemi

GISH, dogal poliploidlerin, hibrit bitkilerin ve onlarin déllerinde orjinlerinin, genomik
kompozisyonlarinin ve genomlar arasi diizenlenmelerinin incelenebilmesinde ve ayrica
genomda yabanci kromozomlarin saptanmasinda kullanilan bir tekniktir (Bennett ve ark.
1992, Mukai ve ark. 1993a, Mukai ve ark. 1993b, Wetzel ve Rayburn 2000). Bu method, total
genomik DNA'larin prob olarak kullanilarak hibrit veya allopoliploid tiirlerin parental
orijinlerinin belirlenmesini saglamaktadir. GISH teknigi farkliliklar olmak ile birlikte genel
olarak FISH teknigi asamalari ile benzerlik gostermektedir. FISH tekniginde ¢esitli tekrarli
DNA bolgeleri prob olarak kullanilirken, GISH tekniginde progenitdr oldugu diisiiniilen
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tiirlere ait yaprak dokularindan izole edilmis ve etiketlenmis genomik DNA prob olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak hibrit veya poliploid bitkinin kdk ucu meristem dokularindan
preperat hazirligi, preperatlarin RNAse ile mualamele edilmesi, prob DNA larin PCR veya
NICK translasyonu yontemleri ile isaretlenmesi, denatiirasyon-hibridizasyon asamalari,
preperatlarin antibadi ile muamele edilmesi, preperatlarin DAPI ile boyanmasi, mikroskop ile
kromozomlar ve lizerinde lokalize olmus sinyallerin goriintiilerinin elde edilmesi ve analizi
asamalarindan olusmaktadir. GISH metodunun temel asamalar1 Sekil 1.7'de sekilde

gosterilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Korunga iizerinde bu giine kadar yapilmis olan sitogenetik calismalar oldukga sinirlt
sayida olup, kromozom sayimi ve klasik yontemler (feulgen, aseto-carmin gibi) ile yapilmisg

olan karyotip analizlerinden ibarettir. Bu ¢alismalar asagida kisaca 6zetlenmistir.

Hosgoren (2006) feulgen boyama yontemini kullanarak gergeklestirdigi ¢alismasinda
giineydogu Anadolu bélgesinden toplanmis olan 3 farkli Onobrychis tiiriinii incelemistir.
Arastiric1 yaptigi ¢alismasinda incelenen tiirlerden O. carduchorum C. C. Towns. ve O.
kotschyana Fenzl 2n = 14 kromozoma; O.megataphros Boiss. ise 2n = 32 kromozoma sahip
oldugunu belirlemistir. Bununla birlikte arastirict kromozom boyutlarinin kiigiik olmasi, hiicre
membranmin kalin olmast ve boyama isleminin sorunlu olmasi gibi nedenlerden dolay1
Onobrychis cinsi de dahil olmak {izere fabaceae ailesi igerisinde yer alan cinsler {izerinde

sitogenetik ¢alisma yapmanin zor oldugunu belirtmistir.

Akgelik (2009) galismasinda 4 farkli yabani Onobrychis tiirii i¢in temel sitogenetik
yontemlerden biri olan feulgen yontemi ile karyolojik incelemeler yapmistir. Calismalar
sonucunda O. hypargyrea Boiss., O. gracilis Besser, O. tournefortii (Willd.) Desv. tiirlerinin
2n = 14 kromozoma; O. argyrea Boiss subsp. argyrea tiirii 2n = 16 kromozoma sahip oldugu
belirlenmistir. Gergeklestirilmis analizler sonucunda kromozom boylari, O. gracilis, O.
hypargyrea, O. tournefortii ve O. argyrea tiirleri i¢in sirasiyla 1,46 - 2,34 um, 0,80 - 1,83 pum,
1,40 - 2,19 um, 1,39 - 2,94 um olarak belirtmistir.

Hesamzadeh Hejazi ve Nasab (2010) Onobrychis cinsi igerisinde yer alan 20 farkli
tiire ait 45 populasyon iizerinde hematoxylin-iron boyama yontemini kullanarak mitotik
kromozom sayimi ve karyogram analizi yapmuislardir. Yapilan bu calismada Onobrychis
cinsinin 2 farkli temel kromozom sayisina (x = 7 ve X = 8) sahip oldugu, bununla birlikte x = 7
temel kromozom sayisinin daha yaygin oldugu belirlenmistir. Calismada yer alan diploid
populasyonlarda temel kromozom sayis1 X = 7 ve X = 8, tetraploid populasyonlarin tiimiinde
ise temel kromozom sayist X = 7 olarak belirlenmistir. Aragtiricilar yaptiklar1 bu ¢alismada
Onobrychis kromozom uzunluklarinin 2,33- 4,02 pm araliginda ve morfolojilerinin

cogunlukla metasentrik, submetasentrik ve nadiren subtelosentrik olarak belirlemislerdir.
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Arslan ve ark. (2012) aseto-orcein boyasi kullanarak yaptiklari ¢aligmalarinda O.
altissima Grossh., O. oxyodonta Boiss., O. hajastana Grossh., O. tournefortii tiirlerinin 2n =
14 kromozoma; O.subacaulis Boiss.ve O. galegifolia Boiss tiirlerinin ise 2n = 16 kromozoma
sahip oldugunu saptamislardir. Ayrica Onobrychis tiirlerinin 2 farkli temel kromozom

sayisina (X =7 ve X = 8) sahip oldugunu belirtmislerdir.

Ranjbar ve ark. (2012) Onobrychis tiirleri i¢in kromozom sayilarinin belirlenmesi ve
mayotik diizenlenmeleri ile ilgili 10 tiire ait 25 populasyonu kapsayan bir arastirma
gerceklestirmiglerdir. Analiz edilmis olan populasyonlarin ¢ogunlugunun 2n = 14
kromozomdan olusmasina ragmen bazi tiirlerin 2n = 16 kromozom sayisina sahip oldugunu
belirtmislerdir. incelenen seksiyonlardan biri olan Hymenobrychis seksiyonunda gézlemlenen
tir i¢i ve tirler arasi1 farkliliklarin aneuploidi ve poliploididen kaynaklanabilecegini
belirtilmisdir. Gozlemlenen sonuglara gore; taksonlarin g¢ogunlugunda mayoz bdoliinme
stiresince diizenli bivalent eslesme ve kromozom ayrilmalart goriildigi fakat bazi farkli

taksonlarda B- kromozomlarinin saptandigi belirtilmistir.

Abus (2013) Tirkiye'de dogal olarak yetisen 6 farkli Onobrychis tiiriiniin (O.
hyparygera, O. tounefortii, O. galegifolia, O. meschetica Grossh., O. albiflora Hub.-Mor., O.
radiata) kromozom sayilarin1 ve morfololojilerini feulgen ve hematoxylin-iron metodlari ile
incelemistir. Yapilan ¢alismada tiirlerin tiimiinde 2n = 14 kromozom sayisi tesbit edilmis
olup, kromozomlarin sahip olduklar1 sentromer pozisyonlarina goére median‘dan submedia'na
degistigini ve O. meschetica tiirii disindaki tiirlerin baz1 kromozomlari tizerinde ise satelit

gozlenmistir.

Ileri (2014) gergeklestirdigi tez calismasinda Tiirkiye’de dogal olarak yetisen
Onobrychis cinsi Onobrychis seksiyonunda yer alan 7 farkli endemik korunga (O. lasistanica
Sirj., O. fallax Freyn & Sint., O. beata Sirj., O. cilicica Kit Tan & Sorger, O. podperae Sirj.,
O. sulphurea Boiss. & Balansa,, O. pisidica Boiss..) tiiriniin kromozom sayilarin1 ve
morfolojilerini  feulgen ve hematoxylin-iron yontemlerini kullanarak incelemistir.
Gergeklestirmis oldugu analizlere gore O. lasistanica Sirj. 2n = 28 kromozoma sahipken,
diger tiirlerin 2n = 14 kromozom sayisina sahip oldugunu ve kromozomlarinin median’dan

submedian’a kadar degisim gosterdigini belirtmistir.
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Mora-Ortiz ve Smith (2018) O.viciifolia ile ilgili hazirlamis olduklari kapsamli
derleme calismasinda tiir ile ilgili birgok dikkat cekici bilgileri paylasmislardir. Kurak yada
yagis oraninin diisiik oldugu bolgelerde sahip oldugu kok yapist sayesinde O.viciifolia' nin
yetisebildigi, birgok hastaliga dayanikli oldugu ve Onemli bir polen ve nektar kaynagi
oldugunu belirtmiglerdir. Molekiiler genetik ¢alismalarin smirlt oldugu igin O.viciifolia'nin

genetik yapisi ile ilgili bilgilerin sinirli oldugu rapor edilmistir.

Lorenz (2011) gevis getiren hayvanlarda rumen igerisinde protein kullanimini
arttirmada potansiyeli oldugunu ve bu ozelliklerinin O.viciifolia'nin tanin kompozisyonu

sayesinde oldugunu belirtmistir.

O.viciifolia'nin polifenolca ve tanince zengin oldugu ve bu bilesiklerin DNA ve RNA
ekstrasksiyonunda kontaminasyon-degredasyon gibi problemlere yol agtigi saptanmigtir
(Carbonero ve ark. 2012). Iki farkli kromozom sayisiin oldugu (2n = 2x =14 ve 2n = 4x
=28), diploid tiirlerin literatiirde nadir oldugu, fakat tetraploid tiirlerin olduk¢a yaygin oldugu
belirtilmistir (Carbonero ve ark. 2011).

Molekiiler sitogenetik yontemler bitkilerin genom yapisi ile ilgili molekiiler diizeyde
ve detayl bilgiler elde edilmesinde kullanilmaktadir. Bildigimiz kadariyla bugiine kadar yeni
molekiiler sitogenetik (florasan in situ hibridizasyon (FISH) ve genomik in situ hibridizasyon
(GISH) yontemleri korunga genomlarinin analizinde kullanilmamistir. FISH, GISH ve Flow
Sitometri teknikleri kullanilarak bazi bitkiler lizerinde yapilmis olan ¢aligmalardan bir kismi

asagida sunulmustur.

Lysak ve Dolezel (1998) gergeklestirdikleri ¢alismalarinda flow sitometri yontemi ile
Sesleria tiirlerinin g¢ekirdek DNA igerigini analiz etmisler ve tetraploid tiirlerde Cekirdek
DNA igeriginin 9,097 pg (S. caerulea (L.) Ard.) ile 9,585 pg (S. heufleriana Schur)
araliginda, oktaploid tiirlerde ise yaklasik 2 kat daha fazla oldugunu ve 17,729 pg (S.
sadleriana Janka) ile 18,278 pg (S. tatrae) araliginda degistigini saptamiglardir.

Bisht ve Mukai (2001) gerceklestirdikleri calismada GISH teknigini kullanarak
Eleusine coracana (2n = 4x = 36) tiiriinlin progenitdrlerini belirleyebilmek igin progenitdr
olma ihtimali olan E. tristachya (2n = 2x = 18), E. indica (2n = 2x = 18), E. floccifolia (2n =
2x = 18), E. intermedia (2n = 2x = 18), E. jaegeri (2n = 2x = 20) ve E. multiflora (2n = 2x =
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16) tiirleri ile analizler gergeklestirmislerdir. E. indica (2n = 2x = 18) ve E. floccifolia (2n = 2x
= 18) tiirlerinin genomik DNA'lariin E.coracana (2n = 4x = 36) kromozomlarina hibridize

oldugu ve bu tiirlerin progenitor olma ihtimallerinin olabilecegini 6nermislerdir.

Hajdera ve ark. (2003) Lupinus angustifolius L. ve L. consentinii Walp. (ac1 bakla)
tiirleri tizerinde gergeklestirdikleri flow sitometri ve FISH analizleri ile tiirlerin ¢ekirdek DNA
igcerikleri ve rRNA gen bolgelerinin dagilimini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada L.
angustifolius tiirtiniin g¢ekirdek DNA igerigi 2,07 pg olarak belirlenirken L. consentinii
tiriinlin ise 1,54 pg cekirdek DNA igerigine sahip oldugu belirlenmistir. Gergeklestirilmis
olan FISH analizi sonuglarina gére rRNA gen ailesinin dagiliminin iki tiir arasinda farklilik
gosterdigini (L. angustifolius 4 homolog 5S rDNA + 1 homolog 25S ; L. consentinii 1
homolog 25S + 3 homolog 5S) saptanmis ve boylece tiirlerin genom yapilar1 hakkinda daha

once bilinmeyen yeni bilgiler elde edilmistir.

Matyasek ve ark. (2003) GISH yontemini kullanarak Nicotiana rustica L. (2n = 4x
=48) tiirtiniin bir allotetraploid oldugunu ve progenitorlerinin (veya yakin olan tiirlerdin) N.
paniculata L. (2n = 2x = 24, maternal P-genom) ve N. undulata Ruiz & Pav. (2n = 2x = 24,
paternal U-genom) oldugunu dogrulamiglardir. Bununla beraber FISH analizi ile 5S ve 35S
rDNA lokuslarint incelemisler ve progenitérlerdeki tim 5SS ve 35S rDNA lokulaslarin

aritmatik olarak toplaminin allotetraploid tiirde mevcut oldugunu belirlemislerdir.

Hasterok ve ark. (2005) Brassicaceae (turpgiller) cinsi igerisinde yer alan diploid
tirlerde (Brassica nigra (L.) K.Koch, B. oleracea L., B. campestris.) tekrarli DNA
bolgelerinin kromozomlar iizerindeki lokasyonlarini tespit etmek ve allotetraploid (Brassica
carinata A.Braun, Brassica juncea (L.) Czern., Brassica napus L.,) tiirlerde atasal genomlari
tespit etmek amaci ile FISH ve GISH analizleri gergeklestirmislerdir. Yapilan ¢alismada elde
edilen GISH sonuglarina gore; genomik DNA problari ile B.juncea ve B. carinata tiirlerinin
orjinlendigi genomlarin Kesin bir sekilde belirlenebilmesine olanak saglar iken, B. napus igin

kismi bir sonug alinabilmistir.

Hasterok ve ark. (2005) Brassicaceae (turpgiller) tiirleri {izerinde yapmis olduklari
FISH analizleri sonucunda 5S rRNA ve 35S rRNA gen bolgelerinde, say1 ve kromozomal
lokasyonlar1 bakimindan tiirler aras1 farkliliklar gosterdiklerini ve farkliliklarin genoma gore

degiskenlik gosterdigini saptamiglardir.
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Leitch ve Benneth (2004) hazirlamis oldugu raporda poliploidizasyondan sonra
tirlerin ¢ekirdek DNA igeriklerinde 3 farkli olasihigin (artig-azalis-sabit kalma)
gerceklesebilme ihtimali oldugunu belirtmislerdir. Popliploidizasyonla beraber tiirlerde
ozellikle genom boyutunda azalmanin genis capta gozlemlenen bir fenomen oldugunu

belirtmislerdir.

Breda ve ark. (2012) FISH yontemiyle 2 farkli Brachypodium (B. slyvaticum ve B.
pinnatum (L.) P.Beauv.) tiiriniin genomlarinda rDNA (35S rDNA ve 5S rDNA) say1 ve
lokasyonlarin1 belirlemisler ve 2n = 18 kromozoma sahip B. pinnatum aksesyonlarinda 5S
rDNA sinyal sayist 2 iken, 35S rDNA sinyal sayisinin ise sabit olmayip 2 ile 3 arasinda
degistigini saptamislardir. 2n = 28 kromozoma sahip B. pinnatum aksesyonlarinda ise her iki
rDNA boélgesi i¢in de 4 sinyal gozlemislerdir. B. sylvaticum (2n = 18) aksesyonlarinda ise 5S
rDNA sinyal sayisinin sabit (2 bolgede sinyal) iken, 35S rDNA sinyal sayisinin 2 ile 6
arasinda degiskenlik gosterdigini gozlemislerdir. Calismanin sonunda arastiricilar, ¢calismada
incelenen Brachypodium tiirlerinde rDNA bdlgelerinin sayis1 bakimindan tiir i¢i ve tiirler arasi
polimorfizm bulundugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte 35S rDNA bolgelerinin, 5S rDNA
bolgelerine oranla daha fazla varyasyon gosterdigini bildirilmistir. Arastiricilar rDNA
bolgelerinde gozlenen bu varyasyonun kaynagimin kromozomlarin yeniden diizenlenmesi, gen
doniistimii, esit olmayan rekombinasyon veya transposable elementlerin olabilecegini

belirtmislerdir (Lim ve ark. 2000, Raskina ve ark. 2004).

Pellicer ve ark. (2013) gergeklestirdikleri ¢alismada farkli Artemisia tiirlerinde FISH
yontemi ile 35S ve 5S rDNA bolgelerinin dagilimini, rDNA bélgelerinin farkli poliploidi
diizeylerindeki evrimlerini ve genom boyutu ile iliskiSini incelemislerdir. Yapilan bu
calismada Artemisia tiirlerinin ploidi diizeyinin diploid ile decaploid (2n = 2x =18, 2n = 4x
=36, 2n = 6x = 54 ve 2n = 10x = 90) arasinda, 2C ¢ekirdek DNA igeriginin ise 4,20 pg ile
24,32 pg araliginda degistigi Saptanmistir. Calismada diploid tiirler arasinda farkli sayida
rDNA lokusunun bulundugu saptanmistir (A. dracunculus L. kompleksi tiirleri igin
cogunlukla 2 rDNA lokusu, Avrasya bolgesi tiirleri i¢in 3-5 lokus). Poliploidlerde ise 2 temel
farklilasma oldugu gozlenmis ve. A. dracunculus kompleksinde artan poliploidi diizeyi ile
rDNA lokusu sayisinin dogru orantili oldugu saptanmistir. Monoploid genom boyutunda ise

azalma oldugu belirtilmistir. Bununla beraber Avrasya poliploidleri i¢in rDNA lokuslarinda
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azalma oldugu ve bunun poliploidi olusumu siiresinde bazi tekrarli DNA bolgelerinin

eleminasyonu ile ilgili olabilecegi onerilmistir.

Kolano ve ark. (2015) diploid Chenopodium tiirleri iizerinde gergeklestirdikleri
caligmada genom boyutu, rDNA lokuslarinin evrimi, ve ayn1 zamanda niikleer ITS bolgesi ve
4 farkli plastid bolgesini (rpl32-trnL, rpsl16-trnK, petLpsbE ve psbD-trnT) inceleyerek tiirler
aras1 filogenetik iliskiyi incelemislerdir. Calismada Chenopoidum tiirlerinin karyotip ve
genom boyutu filogenetik baglamda incelenerek ansestor genomlarin boyutlar: ve rDNA say1
ve lokalizasyonlart ile ilgili yeni bilgiler elde edilmistir. Genom boyutu, rDNA lokus sayisi ve
lokalizasyonu bakimindan bazi tiirler arasinda benzerlikler, diger bazilar1 arasinda ise
farkliliklar goézlenmistir. Analizler sonucunda her iki farkli rDNA bolgesi (5S ve 35S) i¢in
farkli kromozomlar iizerinde lokalize olmus 1 ¢ift subterminal pozisyondaki lokusun ansestor
oldugu saptanmistir. Calismada analiz edilmis olan 23 diploid tiirtin 2n = 2x =18 kromozoma
sahip oldugu, artis ve azalislarin gozlemlendigi ¢ekirdek DNA igeriginin ise 0,734 pg ile
2,721 pg araliginda degistigi ve ansestér genom boyutunun 1,39 pg/2C oldugu belirtilmistir.
Genom boyutu ve rDNA lokus sayis1 arasinda herhangi bir korelasyonun olmadigi ve genom
boyutunda gozlemlenen bircok artisin ve azalisin farklilagma ve tiirlesme ile

iligskilendirilebilecegini belirtmislerdir.

Bu c¢aligmalarin yanisira molekiiler filogeni analizleride standart gen bdlgeleri
(spesifik gen bolgesi) kullanarak cins ve tiir diizeyinde bilgilerin elde edilmesi ve filogenetik
iligkilerin belirlenebilmesi agisindan 6nemlidir. Bdylelikle organizmalarin genomlarinin
kiigiik parcalarindaki DNA dizisi farkliliklari tiirlerin tanimlanmasini saglar. Bu amagla
plastid genomundaki bazi bolgeler (rbcl, psbA-trnH, trnL, rpoC1) ve niikleer genomuna 6zgii

transkribe edilen internal ara bolgesi (nrlTS) bitkilerde kullanilan dikkat ¢eken bolgelerdir.

Yaygin olmamakla birlikte son zamanlarda Onobrychis cinsi igerisinde yer alan bazi
tiirler iizerinde molekiiler markor yontemlerinden yararlanilarak veya plastid genomundaki
yada nukleer genomdaki bazi gen bolgeleri kullanilarak molekiiler filogeni analizleri
gerceklestirilmistir. Baslangigta yapilan calismalara gére Onobrychis cinsi Onobrychis ve
Sisyrosema olmak iizere 2 alt cinsten olusmakta ve Onobrychis altcinsi Onobrychis,
Dendrobrychis, Lophobrychis, Hemicyclobrychis olmak tizere 4 seksiyon ve Sisyrosema
altcinsi de Anthyllium, Afghanicae, Heliobrychis, Hymenobrychis olmak tizere 4 farkli

seksiyondan olusmaktadir (Sirjaev, 1925).
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Daha sonradan yapilan ¢alismalardan bazilarinda ise bu alt cinslerin siiflandiriimasi
Onobrychis altcinsi igin Onobrychis, Dendrobrychis, Lophobrychis, Laxifllorae seksiyonlart
Sisyrosema altcinsi i¢in ise Anthyllium, Afghanicae, Heliobrychis, Hymenobrychis ve Insignes

seksiyonlar1 seklinde diizenlenmistir (Rechinger, 1984).

Carbonero  (2011) tarafindan gergeklestirilmis bir c¢alismada kiiltiirii yapilan O.
viciifolia tiirii i¢in agronomik, morfolojik ve sitolojik analizler (genom igerigi ve feulgen
boyama yontemi ile kromozom sayimi), genetik karakterizasyon ve filogeni analizleri
gergeklestirilmistir ve sonug olarak tiiriin morfolojik ve agronomik 6zellikleri agisinda biiyiik
varvasyon gosterdigi, tetraploid kromozom sayisina sahip oldugu (2n = 28) ve ¢ekirdek DNA
iceriginin propidium ioide florasan boya kullanilarak 2,5 pg ve DAPI florasan boya ile
analizinde 4 pg olarak saptandigi belirtilmistir. O. vicifolia tiiriinde genetik c¢esitliligi
saptayabilmek i¢in AFLP ve SSR analizleri yapilmistir. Calismada belli bir polimorfizim
saptanmis fakat daha detayli analizler yapilmas: gerektigi belirtilmistir. Bununla birlikte ITS
ve psbA-trnH ve trnT-trnL (kloroplast gen bolgeleri) kullanilarak gergeklestirilen filogeni
analizlarinde, O. viciifolia aksesyonlar1 arasinda ©onemli derecede genetik cesitlilik
saptanirken, tiirler aras1 analizlerde ise seksiyonlarin ayriminda hala soru isaretleri oldugu ve

bazi tiirlerin sinonim olabilecegi belirtilmistir.

Lewke Bandara ve ark. (2013) nukleer (ITS) ve kloroplast (matK) markorleri
kullanilarak 41 farkli Onobrychis tiiriinde filogenetik analizler ger¢eklestirmislerdir. Fakat bu
markdrlerin bazi Onobrychis tiirleri arasinda tam olarak ayrim yapilmasinda yetersiz kaldigini

belirtmislerdir.

Amirahmadi ve ark. (2016) tarafindan yapilmis olan bir c¢alismada Onobrychis
tiirlerinde altcins ve seksiyonlar i¢in monofili ve aralarindaki iligkiyi degerlendirebilmek i¢in
ITS ve 3 farkli kloroplast bolgesi (trnL-F,rpl32rpl32-trnLuac) ve ndhF- rpl32) kullanarak
filogeni analizleri gerceklestirmislerdir. Sonug¢ olarak Onobrychis cinsinin monofiletik ve 2
ayr1 kladdan olustugu ve mevcut olan taksonomik siniflandirmasina yeni seksiyonlar olan
Lipskyanae ve Litvinovianae seksiyonlari, Onobrychis cinsinin altcinslerinden olan
Sisyrosema altcinsine eklenerek revize edildigi belirtilmistir. Zengin bir cins olan Onobrychis

ile ilgili daha fazla tiir ve DNA markdrleri ile analizin gerekli oldugu bildirilmistir.
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Kempf ve ark. (2016) gergeklestirmis olduklar1 ¢aligmada O. viciifolia transkriptom
datasindan elde ettikleri verilerden yararlanarak 400 farkli SSR primeri dizayn etmis ve 29
farkli aksesyonu temsilen 32 adet bireye ait DNA'y1 kullanarak PCR amplifikasyonunu
gerceklestirmisler. Arastirmacilar yaptiklar: bu ¢alismada O. viciifolia aksesyonlar1 arasinda
biiyiik bir polimorfizim saptamislardir. 1154 allel arasinda sadece 5 tanesinin (SSR OVKO042,
OVK172, OVMO031, OVMO072 and OVM100) polimorfik olmadigini ve SSR fragmentlerinin
91 bg ile 511 bg¢ araliginda degistigini belirtmislerdir. O. viciifolia aksesyonlar1 arasinda 101
adet karakterize edilmis yiiksek polimorfizm gosteren SSR markorii ve farkli orjinli bireylerde
farkliliklar gozlemlediklerini saptamislardir. Bu markorlerin gelecekte gercgeklestirilebilecek

genetik temelli calismalar ve 1slah ¢alismalarinda faydali olabilecegini bildirmislerdir.

Kaveh ve ark., (2018) Onobrychis cinsi igerisinde yer alan bazi tiirlerde nukleer (ITS)
ve 3 farkli kloroplast sekansmi (trnL-F, rpl32-trnL (UAG) ve ndhF-rpl32) kullanarak
molekiiler filogenetik analizler ger¢eklestirmislerdir. Kombine edilmis filogeni sonuglarindan
Heliobrychis seksiyonunun monofiletik oldugu ve 2 ayri kladdan olustugunu belirtmislerdir.
Bununla beraber bazi karakterler (yasam dongiisii, tohum sayisi vb.) analiz edilmis ve tiirlerin
¢ogunlukla ¢ok yillik oldugunu saptamiglardir. Ancak, ¢ok yillik tiirler ile ilgili ayrintili bir
aymrmin saglanabilmesi ic¢in tiim plastid genom sekansi veya tek kopya genlerinin

kullaniminin gerekli olduguna isaret etmislerdir.

Gergeklestirilmis olan bu calismalardan yeni bilgiler elde edilmis ve bu bilgiler
dogrultusunda cinsin siniflandirilmasi yeniden revize edilmistir. Ancak buna ragmen 6nceden

de belirtildigi gibi Onobrychis taksonomisi hala tam olarak agikliga kavusturulamamustir.

Bugiine kadar gergeklestirilmis ¢aligmalardan goriilmektedir ki, Onobrychis tiirlerinin
genom yapilarim1  anlayabilmek, aydinlatabilmek i¢in daha detayli analizlerin

gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Morfolojik karakterler incelenerek gergeklestirilmis calismalarin da kisithi oldugu

goriilmektedir ve bu ¢alismalardan bazilar1 asagida kisaca agiklanmastir.

Avct (2010) farkli lokasyonlardan toplanmis bazi yabani korunga tiirleri icin
morfolojik ve fenolojik (yaprakeik eni, yaprak¢ik boyu, dal uzunlugu, dal kalinligi, ¢igek
boyu, anter boyu, flament boyu gibi ozellikler) goézlemler gergeklestirmistir. Analizler
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sonucunda tiirler arasinda yiiksek oranda varyasyon tespit etmistir. Ayrica, tlr ici
populasyonlarda bazi tiirlere ait populasyonlar arasinda 6nemli oranda farklilik saptanmigken,

baz1 tiirlerdeki populasyonlarda ise benzerlikler gézlemlendigini belirtmistir.

Cecen ve ark (2015), Antalya dogal florasinda bulunan korunga tiirlerine ait tohumlari
saptadiklar1 lokasyonlardan toplamis ve ekimlerini gerceklestirerek morfolojik gézlemlerini
(ciceklenme giin sayisi, fizyolojik giin olum sayisi, ¢igek rengi, bitki boyu, ¢igek sayist gibi )
gerceklestirmislerdir. Elde etmis olduklar1 morfolojik gozlemlerin sonuglarina gére Antalya
dogal florasinda yetisen korunga genetik varyasyonunun énemli diizeyde oldugu ve toplanmis
olan genetik materyalin gelecekte yapilacak islah ¢alismalari i¢in degerlendirilebilecegini,

yararli olabilecegini belirtmislerdir.

Onobryhcis cinsinin tibbi agidan yada tibbi bitki olarak ¢ok fazla g¢alisilmadigi
goriilmektedir. Fakat asagida agiklanmis olan ¢alismalar incelendiginde Onobrychis bitkisinin

gelecekte farkli alanlarda da 6nemli bir yeri olma ihtimalinin oldugu goriilmektedir.

Karatas (2013) aragtirma kapsaminda O. armena tiiriinde yag asitleri, ugucu bilesenleri
ve antioksidan gibi 6zelliklerini analiz etmistir. Yapilan bu ¢alisamada farkli ekstraktlarin
antioksidan ozelliklerini 6lgmiis Ve ayn1 zamanda toplam flavonoid ile fenolik igeriklerini de
hesaplamistir. Gergeklestirmis oldugu analiz sonucglarina gére O. armena tiirliniin doymamis
yag asitlerinin ve dogal antioksidanlarin bir kaynagi olarak farmasotik ve gida endiistrilerinde

degerlendirilebilecegini belirtmistir.

Aliyazici0glu ve ark., (2017) gergeklestirdikleri galismada O. oxyodonta tiiriinden elde
edilmis olan metanolik ekstrenin fenolik asit bilesenlerini, antimikrobiyal, antioksidan ve
tirozinaz inhibitor aktivitesini aragtirmiglardir. Analizleri sonucunda zengin fenolik bilesenler
(benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, vanilin, siringaldehit, p-kumarik asit,
sinapik asit gibi) icerdigini, ayrica gii¢lii antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu belirtmislerdir. Bu sebeple yararli farmasotik ajan olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali ve Orijinleri

tohumlari USDA-NPGS'den tedarik edilmistir. Bitki materyallerinin orijinlerine ait detayli

Gergeklestirilmis olan ¢alismada 35 farkli Onobrychis tiirii analiz edilmistir. Tirlerin

bilgi Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Incelenen korunga tiirleri ile ilgili bilgiler

28

Tiir Ad1 Aksesyon Orijin Omiir Kaynak
no. Uzunluklan
O. hyparygera P1383719 Tiirkiye Cok yillik USDA-NPGS
O. pallasi W6 21877 Ukrayna Cok yillik USDA-NPGS
Pl 325448
O. grandis P1 440568 Kazakistan Cok yillik USDA-NPGS
O. caput- galli P1205304 Tirkiye Tek yillik USDA-NPGS
O. alba subsp. laconica W6 19337 Bulgaristan Cok yillik USDA-NPGS
O. supina Pl 383721 Tirkiye Cok yillik USDA-NPGS
O. megataphros P1301107 Tirkiye Cok yillik USDA-NPGS
O. gracilis W6 19496 Bulgaristan Cok yillik USDA-NPGS
O.humilis Pl 319054 Ispanya Cok yillik USDA-NPGS
0. vaginalis Pl 325444 Rusya Federasyonu | Cok yillik USDA-NPGS
O. michauxii P1 380945 fran Cok yillik USDA-NPGS
O. gaubae P1 380931 Iran Cok yillik USDA-NPGS
O. ptolemaica Pl 215344 Irak Cok yillik USDA-NPGS
O. sternorhiza PI 319056 Ispanya Cok yillik USDA-NPGS
O. kachetica Pl 314469 FSU Cok yillik USDA-NPGS
O. chorossanica. P1314160 FSU Cok yillik USDA-NPGS
W6 24358 Tiirkmenistan
O. vassilczenkoi P1 678913 Rusya Federasyonu | Cok yillik USDA-NPGS
O. crista- galli P1 227040 fran Tek yillik USDA-NPGS
O. radiata W6 24111 Armenia Cok yillik USDA-NPGS
O. iberica P1 219602 Pakistan Cok yillik USDA-NPGS
O. sintenisii PI 314100 FSU Cok yillik USDA-NPGS
O. persica PI 380946 fran Cok yillik USDA-NPGS
O. argyrea Pl 288255 Cok yillik USDA-NPGS
O. viciifolia P1 170583 Tirkiye Cok yillik USDA-NPGS
P1200872
O. arenaria Pl 273743 Ukrayna Cok yillik USDA-NPGS
O. transcaucasica Pl 273771 Rusya Federasyonu | Cok yillik USDA-NPGS
O. cyri W6 17800 Rusya Federasyonu | Cok yillik USDA-NPGS
O. altissima Pl 325448 Rusya Federasyonu | Cok yillik USDA-NPGS
O. biebersteinii Pl 227377 Iran Cok yillik USDA-NPGS
O. inermis W6 17870 Rusya Federasyonu | Cok yillik USDA-NPGS
O. conferta subsp. argentea P1 516990 Fas Cok yillik USDA-NPGS
O. petrae Pl 642146 Rusya Federasyonu | Cok yillik USDA-NPGS




Incelenen korunga tiirleri ile ilgili bilgiler (Devam)

O.kemualariea Pl 312464 FSU Cok yillik USDA-NPGS
O. hajastana PI 312933 FSU Cok yillik USDA-NPGS
O. subacaulis P1219930 Afganistan Tek yillik USDA-NPGS

Incelenmis tiirlere ait bitki ornekleri Silesia Universitesi'nin (Katowice-Polonya)
herbaryumunda muhafaza edilmektedir.

3.2. Florasan In Situ Hibridizasyon Yontemi

Sunulan bu tez ¢alismasinda prob olarak korunmus ve ardarda tekrar eden dizilere
sahip rDNA (5S rDNA ve 35S rDNA) bolgeleri kullanilmistir. Arabidopsis thaliana 'nin 25S
rDNA kondlayan bolgesi- 2.3 kb Clal subclone- (Unfried ve Gruendler 1990) ile 5S rDNA
icin pTa974 (Gerlach ve Dyer 1980) prob olarak kullanilmistir. 25S rDNA probu 35S rDNA
bolgesini saptamak i¢in kullanilmistir. Sunulan tez ¢alismasinda takip edilecek olan protokol

ayrintil olarak asagida agiklanmaktadir (Jenkins ve Hasterok 2007).

Orneklerin genom organizasyonu hakkinda bilgi edinmemizi saglayacak olan FISH
teknigi somatik kromozom preperatlarinin  hazirligi, prob DNAlarin isaretlenmesi,
preperatlarin RNAse ile muamelesi, denatiirasyon - hibridizasyon, baglayici yikama, antibadi
uygulanmasi, ve mikroskop altinda inceleme asamalarindan olusmaktadir. Bahsedilen

asamalar Sekil 3.1' de gosterilmis ve ayrintil1 bilgiler devaminda agiklanmustir.
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Sitolojik preperatlarin Etiketlennmis prob
hazirlalimasi DN Alarn hazirlanmast

Y L 4

Substrat 6n i1slem muamelesi

-

Denatirasvon

-

Hibridizasyon

-

Baglavici yvikama

-

Antibadiile muamele

-

Kromozomlarin boyvanimasi

-

Floresan nikroskopta
preperatlarin incelenmesi

Sekil 3.1. FISH prosediiriine ait 6zet diagram (Hasterok 2009)

3.2.1. Materyal Olarak Kullamlacak Bitki Kok U¢larinin Elde Edilmesi

Florasan In Situ Hibridizasyon (FISH) analizlerinde kullanilmak iizere analiz edilmesi
planlanan her bir tiirin farkli aksesyonlarina ait tohumlar steril su ile 1slatilmis kurutma
kagitlarinin bulundugu petri kaplarinda sirasiyla, bir giin oda kosullarinda, 20-24 saat
araliginda +4 C de ve sonrasinda inkiibator ya da karanlik oda kosullarinda yeteri miktarda
kok olusumu (1-2 cm) gergeklesinceye kadar muhafaza edilmislerdir. Hasat edilen kokler,

materyale ait kromozomlarin ig ipliklerini tahrip ederek mitoz boliinmenin metafaz sathasinda
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kalmasimi saglayacak olan soguk su icerisinde 1 gece +4 ‘C de muhafaza edildikten sonra

fiksatif (3 etil alkol-1asetik asit) igerisine transfer edilmislerdir.

3.2.2. Mitotik Kromozom Preperatlarinin Hazilanmasi

Fikse edilmis kok uglarini alkol ve asetik asitten arindirmak igin seyreltilmis citrate
buffer (1X) soliisyonu ile 5x4 dakika yikandi. Seliilaz, pektinaz ve citrat bufferdan (10X)
olusan enzim soliisyonu ile kok uglar1 37 °C' de yeterli siire (yaklasik 2 saat) inkiibe edilerek
hiicre duvari tahrip edildi ve sonrasinda kok uglar1 tekrar seyreltilmis citrate bufferda (1X)
yikanarak enzim uzaklastirildi. K6k uglart %45 asetik asit igerisine transfer edildi, 6zel
igneler ile meristem kismi stereo mikroskop altinda disar1 ¢ikarildi. Meristem pipet yardimi
ile alind1 lam tizerine aktarildi ve lamel ile kapatildi. Preperatlar yaklasik 1-2 saat - 80 °C' de
bekletildikten sonra jilet yardimi ile lameller kaldirildi. Preperatlar oda kosullari altinda
kurumaya birakildi. Preperatlar rDNA lokuslarinin analizi i¢in FISH prosediiriinde ve ayrica

DAPI eklenerek kromozom sayimi gergeklestirilmesinde kullanildi.

3.2.3. Prob Olarak Kullanilacak DNA 'larin Hazirlanmasi

Prob DNA olarak kullanilmig olan korunmus rDNA bolgeleri, (5S rDNA ve 25S
rDNA) Cizelge 3.2' de gosterilen bilesenler ile birlikte son hacim 25 pl olacak sekilde

tamamland1 ve nick translasyonu metodu ile Sekil 3.2' de gosterilen program araciligiyla

15°C X 110 dakika + 65°C X 10 dakika +4°C X o0) isaretlendi.

Cizelge 3.2. Prob DNA'larin nick translasyonu ile isaretlenmesinde kullanilan bilesenler

Bilesenler Hacim pl
NT Buffer 2.5 ul

2 MM dNTP mix 2.5 ul
0.1 M mercaptoethanol 2.5 ul
Digoxigenin-dUTP / Cy3 2 ul
DNA polymerase 2 ul
DNase 1 1.5 ul
DNA (5S rDNA/25S rDNA) | 8 ul
ddH20 6 ul
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65°C
10 dk
15°C
1X 1X 1X

Sekil 3.2. Nick translasyonu programi

Nick translasyon yontemi prob olarak kullanilacak olan DNA bdélgesinin modifiye
edilmis niikleotidler ile isaretlenmesini saglamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Niikleotidlerin
modifiye edilmesinde iki grup modifikator kullanilabilir. Birinci grup; digoxigenin (steroid)
ya da biotin (hapten) gibi DNA'ya katilabilen niikleotid modifikatérleridir. Bu modifikatérler
goriiniir hale gelebilmek i¢in FISH prosesi siiresince antibadiye (floroforlu) ihtiyag

duymaktadirlar (immunodetection).

Ikinci grup; rhodamine, TAMRA, AMCA, Cy3 ve Cy5 gibi florofor ézelligi olan ve
FISH prosesinden sonra direk gozlemlenebilen niikleotid modifikatorlerdir. Sekil 3.3" de
problarin hazirlanmasinda kullanilan nick translasyonu ile ilgili temel asamalar

gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. Nick translasyonunun temel asamalar1 (Hermanson 2013)

Nick translasyonu sonrasi prob DNA'larin iizerine son volimiin 1/10'uv kadar 3M
sodyum asetat ve voliimiin 2.5 kat1 kadar %100 ethanol eklendi ve 1 gece -20°C veya 1-2 saat
-80 °C de muhafaza edildi. Ertesi giin problar 14000 rpm +4°C 'de santrifiij edildi ve ethanol
uzaklagtirildi. Problarin iizerine 2.5 kat1 %70 ethanol eklendi ve 14.000 rpm 4C'de santrifiij
edildi (bu asama 2 defa tekrar edildi). Tiplerin icerisindeki ethanol uzaklastirildi ve prob
DNA'lar kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 10 pl EB eklendi ve problar kullanilincaya
kadar -20°C de muhafaza edildi.
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3.2.4. FISH Prosediirii

1. giin preperatlara on islem uygulanmas1 ve denatiirasyon- hibridizasyon

asamalarindan olusmaktadir.

On islem

1. Enzim yontemi kullanilarak hazirlanmis olan somatik kromozom preperatlar1 yaklasik 1- 1.5
saat 37 °C' de RNAse ile muamele edildi. Sonrasinda 2xSSC soliisyonunda (Saline - Sodium
Citrate) 3x5 dk, formaldehyde 1xPBS soliisyonunda 10 dk ve tekrar 2xSSC soliisyonunda
3x5 dk yikandu.

2. Preperatlar %70, %90 ve %100 alkol serisinde 3'er dakika yikandi ve kurumaya birakildi.
Denatiirasyon Hibridizasyon Asamasi

3. Hibridizasyon soliisyonu Cizelge 3.3' de gosterilen soliisyonlar kullanilarak hazirlandi.

Cizelge 3.3. Hibridizasyon soliisyonu bilesenleri.

Reagent pl/slide
%100 deiyonize formamid 20
%150 dextran stilfat 8

20x SSC 4

%10 SDS 2

DNA prob 1 ( 25S rDNA- rhodamine yada CY3 ile isaretlenir) 1

DNA prob 2 (5S rDNA- digoxigenin ile isaretlenir) 1,2
Distil steril su 2,8
Son hacim 40

4. Cizelge 3.3'de gosterilmis olan bilesenler kullanilarak hazirlanmis olan hibridizasyon
karisimi 75°C'de 10 dakika boyunca termal bloklar igerisinde denatiire edildi ve hemen

sonrasinda buz dolu kutuya daldirilarak denatiirasyon durduruldu.
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5. Hazirlanmig preperatlarda materyalin bulundugu bolge tizerine hibridizsyon karisimimdan
40 pl konuldu, otoklavlanmis plastik lamel ile preperatlar kapatildi. 75°C de 4 dk+30 sn
muamele edilerek materyalin denatiirasyonu saglandi. Preperatlar 37°C de 1 (veya 2) gece

birakilarak materyale ait DNA ve prob DNA hibridizasyonu gergeklestirildi.

2. giin prob DNA ve materyal DNA's1 arasinda %85-90 araliginda sekans homolojisinin
saglanmasi, zayif baglarin ya da homolog olmayan baglarin uzaklastirilmasi icin

baglayic1 yikama asamalarinin gerceklestirilmesinden olusmaktadir.

6. Preperatlar 42°C sicak su banyosunda 2xSSC soliisyonunda 2-3 dk, %10 formamide
0,1XSSC soliisyonunda 2x5 dk, 2xSSC soliisyonunda 3x3 dk yikandi. Sonrasinda 2xSSC
sollisyonunda 3x3 dk oda sicakliginda yikandi.

7. CY3 (veya Rhodamine) ile etiketlenmis olan prob rDNA'lar direk gozlemlenebilirken,
digoxigenin florasan etkisi gosterebilmesi i¢in antibadilerle muamele edilmesi gerekmektedir.
Bu asamada oncelikli olarak slaytlar tween/4xSSC soliisyonunda 5 dk yikandi ve sonrasinda
blocking reagent (her bir preperat icin 200 pl blocking reagent) ile 30 dk oda kosullarinda

mualamele edildi.

8. Preperatlara FITC-conjugated+blocking reagent (1:11 oraninda) soliisyonundan eklendi,
37°C de 1-2 saat araliginda bekletildi. Sonrasinda tween/4xSSC soliisyonlarinda 37 °C sicak

su banyosunda 3x8 dk yikanarak antibadilerin etki etmesi saglandi.
9. Preperatlar %70, %90, %100 alkol serisinde yikand1 ve kurumaya birakildi.

10. Preperatlar kuruduktan sonra 10 pl DAPI eklenerek iizerine lamel kapatildi ve preparatlar
gece boyunca soguk ve karanlik ortamda bekletildikten sonra ertesi giin floresan mikroskop

ile incelendi.
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3.3. Genomik DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Farkli Onobrychis tiirlerine ait yaprak dokulari kullanilarak gerceklestirilen genomik
DNA izolasyonu, modifiye edilmis CTAB (Tel-zur ve ark. 1999) yontemiyle gerceklestirildi.
DNA izolasyonunda 5-6 adet saglikli yaprak dokusunun tizerine 1 ml CTAB soliisyonu
konularak kisa siirede havan igerisinde ezilerek parcalanmasi saglandi ve 2.2 ml tiiplere
transfer edildi. Tipler 60°C de 30 dk bekletildi ve her 10 dk da 5-6 kez alt-iist edilerek
karistirtldi. Bu siire sonunda o6rneklerin itizerine 38,5 ul sarcosly eklendi, 60°C de 30dk
bekletildi ve her 10dk da 5-6 kez alt-iist edilerek karistirildi. Orneklerin {izerine 700 pl CIA
fenol (ultra pure phenol: chloroform: isoamyl alcohol 25:24:1 ) soliisyonundan eklendi alt-iist
edilerek 20 dk oda kosullarinda bekletildi ve bu siire sonunda 10 dk 14000rpm 4°C' de
santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra {ist faz {ist faz temiz bir tiip igerisine transfer edildi
ve tizerine chloroform:isoamyl alcohol (24:1) eklendi alt-iist edildi ve 20 dk oda kosullarinda
bekletildi. Bu siire sonunda 10 dk 14000rpm 4°C" de santrifiij edildi (bu asama 2-3 defa tekrar
edildi). Santrifiij edildikten sonra {ist faz temiz bir tiip igerisine transfer edildi ve Grnek
miktarmin iki katt kadar %100 ethanol eklendi - 20°C' de 1 saat birakilarak DNA' nin
presipitasyonu saglandi. DNA 6rnekleri 13,000rpm +4°C' de 30 dakika santrifiij edildi ve %
75°1ik ethanol ile yikama asamasi gerceklestirildi. % 75’lik ethanol ile yikama asamas1 en az
8-10 defa gergeklestirdi. Sadece DNA' nin elde edilmesi diger metabolitlerden armdirilmasi
saglandi. DNA ornekleri kurumaya birakildi ve sonrasinda distil steril su ile ¢ozdiirtildii ve 1
ul RNase eklendi. 37°C" de yaklasik 1 saat inkiibe edildi. Son olarak DNA miktari, saflig1 ve
PZR’de kullanilacak sulandirim oranlarinin hesaplanmasi i¢in Nanodrop kullanilarak 6lgtildii.
DNA &rnekleri % 1°lik agaroz jele yiiklenerek goriintiilendi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) kullanilmak tizere sulandirildi.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Izole edilmis olan DNA’larin ¢ogaltimi igin gerekli olan PZR agsamasi, “termal cycler”
cihazinda 15 pl son hacimde olacak sekilde gergeklestirildi. Cizelge 3.5' de PCR
bilesenlerinin Kkonsantrasyonlart ve tiipteki miktarlari, Sekil 3.4' de PZR asamalari
gosterilmektedir. PZR karisiminda kullanilmis olan primer dizileri Cizelge 3.4' de

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.4. Kullanilan primer dizileri

Primer adi Primer Dizileri Referans
ITS 18S DIR 5’ - CGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3’, Venora ve ark. 2000.
25S COM 5’ - AGCGGGTAGTCCCGCCTGA-3’

Cizelge 3.5. PZR bilesenleri ve konsantrasyonlari

PZR Bilesenleri Konsantrasyon Hacim (pl)

dH:0 X 9.15 ul

Buffer (10X+MgCl,) | 10X 1.5 ul

dATP 100mM 2.5 mM 0.6 ul

dGTP 100mM 2.5 mM 0.6 ul

dCTP 100mM 2.5 mM 0.6 ul

dTTP 100mM 2.5 mM 0.6 ul

25S com 10 uM 0.6 ul

18S dir 10 uM 0.6 ul

DNA 50 ng/ ul 0.6 ul

Taq Polymerase 50/ u 0.15 ul

Son hacim 15 ul
= Bostang,c
1 Denatiirasyonu ~ {Denatiirasyon

Primerler L/ 94°C 94°C Zincirin

, Uzamast
' 3dk  10:30 dk

DNA
PZR Kangimi \_ /

72°C

Son Uzama

72°C

Primer
Baglanmasi

50°C

0:45 dk

1dk

40X

Sekil 3.4. Kullanilmis olan PZR asamalar1

37

5dk

4°C4°C




PZR karisimi1 hazirlandiktan sonra baslangi¢c denatiirasyonu 94°C’ de 3 dakika,
denatiirasyon 94°C’de 0:30 dakika, primer baglanmasi 50°C’de 1 dakika, zincirin uzamasit
72°C’de 0:45 dakika ve son uzama 72°C’de 5 dakika olacak sekilde PZR kosullar1 ayarlanarak
PZR uygulandi. PZR sonrasinda ornekler % 1’lik agaroz jele yiiklenerek goriintiilendi. PZR
tirtinleri 0,5 pl yiikleme tamponu ile karigtirilarak 3.5 pl hacimde jel kuyularina yiiklendi.
PZR fdirlinlerinin boyutunu belirleyebilmek i¢in 100 b¢ ’lik DNA ladder kullanildi. Jele
yiiklenen PZR firtinleri 70 Volt’ta 1 saat siire ile elektroforez islemine tabi tutuldu. PCR
iriinleri DNA dizi analizine gonderilmeden once exonuclease 1 ve FastAP kullanilarak
purifikasyon islemi gerceklestirildi (37°C 45 dakika + 85°C 15 dakika). DNA dizi analizi 6zel

firma aracilig ile gergeklestirildi.

3.3.3. Biyoinformatik Analiz

Dizi analizinden sonra elde edilen sekanslar DNA Baser programi kullanilarak
diizenlendi ve sonrasinda "BioEdit Sequence Alignment Editor" programi kullanilarak
hizalandi. Elde edilmis olan datalarin ¢oklu sekans analizleri "webPRANK" programi
kullanilarak ve konsensus dizi eldesi "MergeAlign" programi kullanilarak gerceklestirildi.
Tiirler arasi iliskinin degerlendirilebilmesi i¢in "IQTREE" (maximum likelihood temelli)
programi kullanilarak filogenetik agac¢ olusturuldu ve bootstap analizi 1000 defa olarak

secildi.

3.4. Cekirdek DNA Analizi

Onobrychis tiirlerine ait g¢ekirdek DNA igeriklerinin belirlenmesi flow sitometri
(Partec CyFlowR Space) cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Cekirdek DNA analizleri sera
kosullarinda yetistirilmis olan bitkilerden elde edilen taze yaprak dokulari kullanilarak
gerceklestirilmistir. Taze yaprak dokularina sahip bitki materyallerinin analizleri her tiir igin
ti¢ farkli birey ve her birey igin iki tekrar olacak sekilde her 6rnek igin 10.000 ¢ekirdegin
analizi gerceklestirilerek saptandi. Analizlerde internal standart olarak Lycopersicon
esculentum Mill. (2C = 1.96 pg), Solanum pseudocapsium L. (2C = 2.58 pg), B. distachyon
(2C = 0,63 pg), Vicia sativa L. (2C = 3.65 pg), Hordeum vulgarae L. (2C = 10,65 pg) tiirleri
kullanildi. Analizler icin Partec firmasina ait nuclei extraction ve DNA staining

soliisyonlarindan olusan ticari kitler (CyStain Pl absolute P) kullanildi ve {iretici firmanin
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onerdigi protokol takip edildi. Onobrychis tiirleri yiiksek diizeyde sekonder metabolit igerdigi

icin B mercaptoethanol boyama soliisyonunun igerisine eklendi

Bitki materyallerinin ¢cekirdek DNA analizinde kullanilan protokol kisaca;

1. Analizi yapilacak olan bitki materyali ve standart bitkiye ait yaprak dokularmin uygun
miktarda petri kabina konuldu ve 500ul ¢ekirdek ekstraksiyon soliisyonun ilave edildi.

2. Cekirdek ekstraksiyon soliisyonu ile birlikte yaprak dokulari petri kabi igerisinde jilet ile
kiiciik pargalara ayrilana kadar pargalandi. Bu parcalama islemi bittikten sonra kiiclik
parcalara ayrilmis ve soliisyonlar ile muamele olmus dokular petri kabi1 igerisinde yaklagik 15-
20 saniye hafif bir sekilde ¢alkalandi.

3. Calkalama islemi gerceklestirildikten sonra 6rnekler 30 pl Cell Tris filtreler ile cam tiiplere
transfer edildi.

4. Filtreler araciligi ile tiiplere aktarilan &rneklere 2 ml boyama soliisyonu ilave edildi ve
hazirlanan bu 6rnekler 30-60 dakika araliginda 1siksiz bir ortamda muhafaza edildi. Bu siire
tamamlandiktan sonra flow sitometri cihazi ile Orneklere ait c¢ekirdek DNA analizleri

gerceklestirildi.

Staining-Boyama soliisyonunu hazirlanmasi;

Her bir 6rnek i¢in 2000 ul staining buffer, 12 ul PI (propidium ioide), 30 ul RNase ve
20 ul B mercaptoethanol kullanilarak DNAnin baglanip 6l¢iilmesini saglayacak olan boyama

soliisyonu hazirland.

Cekirdek DNA iceriginin hesaplanmasi;

Analizi yapilan bitkinin ¢ekirdek DNA igeriginin hesaplanabilmesi i¢in ¢cekirdek DNA
icerigi bilinen bir standart bitki ile 6rnegin DNA c¢ekirdek icerigi kiyaslanir. Bu sebepten
dolay1 standart bitki ve analizi yapilacak bitkinin dokulart birlikte hazirlandi. Cihazda
okutulan 6rneklere ait histogramlarda G1 ve G2 pikleri goriiliir ve bu pikler hem standart bitki
hem de analizi yapilan bitki i¢in ayr1 ayr1 goriiliir. Histogramda goriilen piklerin hangilerinin

bitkiye hangilerinin standarta ait oldugunu anlayabilmek i¢in 6nce standart bitki ve analiz
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edilen bitki dokularindan ayr1 ayr1 6rnekler hazirlandi, analiz edildi ve histogramda piklerin
yerleri gozlemlendi. Orneklere ait ¢ekirdek DNA igeriklerinin hesaplanmasinda bitkinin ve

standartin G1 piklerine ait florasan yogunlugu kullanildi.

Cekirdek DNA icerigi

(Ornegin G1 piki florasan yogunlugu / Standardin G1 piki florasan yogunlugu) X Standartin
DNA igerigi (pg)

Bu calismada kullanilan korunga genetik kaynaklari boliimiimiizde yiiriitiilen iki
yiiksek lisans tezi kapsaminda daha o6nce flow sitometri ile analiz edilmis ve tiirlere ait tiim
aksesyonlarin (yaklasitk 500) ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerikleri belirlenmistir.
Gergeklestirilmis olan bu c¢alismada ise flow sitometri ile FISH, GISH ve filogenetik
analizlerde kullanilan orijinal Onobrychis genotiplerinin (¢alisilmis olan tiirlere ait

aksesyonlar) analizleri yapilmis ve 2C ¢ekirdek DNA igerikleri belirlenmistir.

3.5. DOT BLOT Analizi

Dot blot analizi ile O. viciifolia' nin (poliploid kiiltiirii yapilan korunga tiirii) diploid
tiirlerden hangileri ile benzer genom yapisina sahip oldugu belirlenmeye c¢alisilmistir. Cok
sayida diploid tiir oldugu igin bu teknik ile analiz edilecek olan diploid tiirlerin sayisi, diploid-
poliploid tiirler aras1 genom benzerlikleri dikkate alinarak azaltilmaya g¢alisildi. Bu sebeple
diploid tiirlerin genomik DNA'lari membran iizerine transfer edildi ve prob olarak hazirlanmis
olan poliploid tiiriin genomik DNAst ile hibridizasyonu saglandi. Sonrasinda benzerlik oldugu
saptanan diploid tiirlerin progenitor olma ihtimalleri GISH yontemi gergeklestirilerek analiz
edildi.

DOT Blot yonteminin asamalar1 asagida  agiklanmaktadir  (Analizlerin
gerceklestirilmesinde DIG High Prime DNA Labelling and Detection Starter Kiti (1)
kullanildz).

1. Poliploid tiirden (O. viciifolia) izole edilmis olan genomik DNA, Digoxigenin (DIG)-dUTP
kullanilarak Cizelge 3.2'de gosterilen bilesenler ve Sekil 3.2' de belirtilen programa gore nick

translasyon yontemi ile isaretlendi.
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2. Diploid tiirlerden izole edilmis genomik DNA'larin konsantrasyonlart 1000 nanogram ve
son voliim 100 pl olacak sekilde hazirlandi, 95 °C 10 dakikada denatiire edildi ve sonrasinda

buz dolu kutuya daldirilarak denatiirasyon durduruldu.

3. Whatmann filtre kagidi ve DNAlarin transferi i¢in kullanilacak olan membran 6xSSC
icerisinde 1 dakika yikandi ve tankin iizerine yarlestirildi. Diplod tiirlerden izole edilmis olan
genomik DNAIlar 100 pl olacak sekilde pipet ile kuyulara yiiklendi ve vakum sayesinde
membran {izerine transferi saglandi. Bu asamada kullanilan diizenek Sekil 14' de

gosterilmektedir.

‘ Kuyu plakast ‘1—

—
@ | Whatman filtre |
‘ Sizdirmaz slikon ‘

Destek|

[ LU [T | ]
[ 5 TIIIT ]
Jikns

// .JJ ¥ akom konnekior |

» Logr

S

Sekil 3.5. Dot Blot analizlerinde kullanilan diizenek

4. Membran UV Crosslinker'da kisa siire tutularak DNAlarin fiksasyonu saglandi ve

sonrasinda oda kosullarinda kurumaya birakildi.

5. Membran 2xSSC ile 50 ml lik tiip igerisinde ve DNA igeren kismi igte kalacak sekilde 2
dakika yikandi. Sonrasinda 2xSSC uzaklastirildi ve yerine 6.5 ml prehibridizasyon (DIG
Easy Hyb buffer) soliisyonu + 40 ul SSS eklendi.
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6. Membran 37°C hybridization oven igerisinde uygun rpmde 30 dakika bekletildi. Bu siire
icerisinde prob DNA 95 °C 10 dakika denatiire edildi ve sonrasinda buz dolu kutuya

daldirilarak denatiirasyon durduruldu.

7. Tip icerindeki soliisyon uzaklastirildi, 3.5 ml prehibridizasyon + 10 ul prob igeren
sollisyon tiipiin igerisine yavasca transfer edildi. Prehibridizasyon soliisyonu, prob ve
membranin igerisinde oldugu tiip 37°C' hybridization oven igerisinde uygun rpm ayarlanarak

1 gece bekletildi.

8. Ertesi giin membran dikkatlice igerisinde 2xSSC, 0.1SDS olan cam petriye transfer edildi

ve 2x5 dakika 100 rpm'e ayarlanmis olan calkalayicida (shaker) bekletildi.

9. Membran dikkatlice igerisinde 1xSSC, 0.1SDS (yaklasik 100 ml) olan cam tiip igerisine

transfer edildi ve 37°C ' e ayarlanmig hybridization oven igerisinde uygun rpm ayarlanarak
2x15 dakika olacak sekilde 30 dakika bekletildi.

10. Membran dikkatlice icerisinde yikama soliisyonu (maleic buffer + tween) olan cam

petriye transfer edildi ve 5 dakika 100 rpm'e ayarlanmis olan ¢alkalayicida bekletildi.

11. Membran dikkatlice igerisinde blocking soliisyon olan cam tiipe transfer edildi ve 37°C ' e

ayarlanmis hybridization oven icerisinde uygun rpm ayarlanarak 30 dakika bekletildi.

12. Tiip igerindeki soliisyon uzaklagtirildi, membran dikkatlice igerisinde blocking soliisyon
(20ml) + antibadi (2 ul) olan 50 ml tiipe transfer edildi ve 37°C'e ayarlanmig hybridization
oven icerisinde uygun rpm ayarlanarak 30 dakika bekletildi. Antibadi kullanilmadan 6nce 4°C
10000 rpm de 5 dk santirifiij edildi.

13. Membran dikkatlice icerisinde yikama soliisyonu (maleic buffer + tween) olan cam

petriye transfer edildi ve 2x 15dk 100 rpm'e ayarlanmis olan ¢alkalayicida bekletildi.

14. Membran dikkatlice igerisinde detection buffer olan cam petriye transfer edildi ve

yaklagik 5 dakika 100 rpm'e ayarlanmis olan ¢alkalayicida bekletildi.

15. Buffer igerisinden alinan membran iizerine 1 ml CSPD high prime pipet ile transfer edildi,
membran plastic bag ile baloncuk olusturmadan kapatildi ve 5 dakika bekletildi. Sonrasinda

1s1 yardimu ile kenarlarindan kapatildi.

16. Membran 37°C' e ayarlanmis inkiibatorede 10 dakika bekletildi, sonrasinda membran 20

dakika 15182 maruz brakilarak goriintiisiiniin alinmasi1 saglandi.
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Membranin Yikanma Asamasi ve Stok Edilmesi
1. Membran dikkatlice igerisinde distil steril su bulunan cam petriye transfer edildi ve 1-2
dakika yikandi.

2. Membran dikkatlice i¢erisinde NaOH soliisyonu olan 50 ml'lik tiipe transfer edildi ve 37°C
hybridization oven igerisinde uygun rpm ayarlanarak 2x15 dakika olacak sekilde 30 dakika
bekletildi.

3. Membran dikkatlice icerisinde 2xSSC olan cam petriye transfer edildi ve 5 dakika 100
rpm'e ayarlanmis olan ¢alkalayicida bekletildi.

4. Membran igerisinde 2xSSC olan 50ml tiipe dikkatlice transfer edildi ve +4°C de stok edildi
(tekrar 1-2 defa daha kullanilabilir).

3.6. Genomik In Situ Hibridizasyonu
1. Poliploid tiir olan O. viciifolia'nin fikse edilmis kok uglarindan somatik kromozom

preperatlari hazirlandi.

2. Secilmis ve progenitdr olma ihtimali olan diploid tiire veya tiirlere ait yaprak dokularindan

genomik DNA'lar izole edildi.

3. DNA veya DNA'lar Cizelge 3.2'de gosterilen bilesenler ve Sekil 3.2' de gosterilen
programa gore nick translasyonu ile isaretlendi (bu asamada diploid tiire ait olan DNA

konsantrasyonu 1000 ng olacak sekilde ayarland1 ve nick translasyonu ile etiketlenmesi igin

kullanildi).

4. Somatik kromozom preperatlar1 yaklagik 1-1.5 saat 37 °C' de RNAse ile muamele edildi.
Sonrasinda 2xSSC soliisyonunda (Saline - Sodium Citrate) 3x5 dakika, formaldehyde 1xPBS
soliisyonunda 10 dk ve tekrar 2XSSC ile 3x5 dk yikandi.

5. Preperatlar %70, %90 ve %100 alkol serisinde 3'er dakika yikandi ve kurumaya birakildi.

6. Hibridizasyon soliisyonu Cizelge 3.6 'da gosterilen soliisyonlar kullanilarak hazirlandi.
Gosterilmis olan tabloda tek bir diploid tiir kullanilarak gergeklestirilmis hesaplamalar
gosterilmektedir. iki farkli diploid tiire ait genomik DNA'lar prob olarak kullamidiginda son

konsantrasyon ayni olacak sekilde ikinci prob miksin igerisinde eklendi
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Cizelge 3.6. Hibridizasyon soliisyonu bilesenleri

Reagent pl/slide
%100 deiyonize formamid 7.5
%50 dextran siilfat 3
20x SSC 1.5
SSS 0.5
DNA prob 1 (Biotin yada digoxigenin ile isaretlenir) 1
DNA prob 1 (Biotin yada digoxigenin ile isaretlenir) X
Distil steril su 15
Total voliim 15 pl

7. Hazirlanan hibridizasyon soliisyonu 75°C'de 10 dakika boyunca denatiire edildi ve hemen

sonrasinda buz dolu kutuya daldirilarak denatiirasyon durduruldu.

8. Hazirlanmig preperatlarda materyalin bulndugu bdlge {izerine hibridizsyonda soliisyonu 15
ul konuldu, otoklavlanmis plastik lamel ile preperatlar kapatilildi. 75°C de 4dk+30sn
muamele edilerek materyalin denatiirasyonu saglandi ve 37°C de 2 gece birakilarak poliploid

tiiriin DNA's1 ve prob DNA (diploid tiire ait DNA) hibridizasyonu gergeklestirildi.

9. Preperatlar 42°C sicak su banyosunda 2xSSC soliisyonunda 3dk, % 10 formamide 0,1xSSC
soliisyonunda 2x5 dakika, 2xSSC soliisyonunda 3x3 dakika yikandi. Son olarak tekrar 2xSSC

sollisyonunda 3x3 dakika oda sicakliginda yikandi.

Modifikasyonlar; Formamide 0,1xSSC soliisyonu baglayici yikamanin gergeklestigi
asamadir ve bu asama formamid kullanilarak ayni zamanda formamid kullanilmadan
gergeklestirildi. Ayrica formamid kullanilmadan 37°C su banyosunda da yikama
gerceklestirildi. Bununla beraber hibridizasyon soliisyonuna eklenen SSS miktarlarida

degistirilerek optimizasyon saglandi.

10. Preperatlar tween/4xSSC soliisyonunda 5 dakika yikandi ve sonrasinda blocking reagent

(her bir preperat i¢in 200 pl blocking reagent) ile 30 dk oda kosullarinda mualamele edildi.

11. Biotin ve digoxigenin ile etiketlenmis olan prob DNA'lar ilk olarak birincil antibadilerle
(Texas Red + LFITC) muamele edildi, 1 saat 37°C de bekletildi ve tween/4xSSC
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soliisyonlarinda 37 °C sicak su banyosunda 3x8 dakika yikanarak antibodilerin penatiirasyonu
saglandi. Sonrasinda preperatlar ikincil antibadilerle (Texas Red conjugated ikincil antibadi+
Il FITC) muamele edildi, 1 saat 37°C de bekletildi ve tween/4xSSC soliisyonlarinda 37 °C
sicak su banyosunda 3x8 dakika yikandi.

12. Preperatlar %70, %90, %100 alkol serisinde yikandi1 ve kurumaya birakildi.

13. Preperatlar kuruduktan sonra 10 ul DAPI eklenerek kromozomlar boyand: ve floresan

mikroskop ile incelendi.

Takip edilmis olan prosediir hari¢c formamid-free GISH prosediirii de denendi
(Jang ve Schneeweiss 2015).

Formamid free yonteminde formamid kullanilmadan ilk deneme olarak Cizelge 3.7' de
gosterilen hibridizasyon soliisyonu hazirlandi ve baglayict yikama agsamasi 42°C de formamid
kullanilmadan sadece 2xSSC ile 3x3 dakika yikanarak gerceklestirildi. Kalan tiim asamalar

yukarida aciklanan prosediir ile aynidir.

Ikinci deneme olarak Cizelge 3.7' de gosterilen hibridizasyon karisimi hazirlandi. 98
°C de 5 dakika denatiirasyon gerceklestirildi. Hibridizasyon karisimi preperatlarin izerinde
eklendi 72°C 4 dk + 65 ‘C 1 dk + 55 °C 1 dk + 45 °C 1 dk ve 37 °C 'e diisiiriilerek
preperatlarin denatlirasyonu saglandi. 2 gece 37°C de muhafaza edilerek hibridizasyon
saglandi. Sonrasinda baglayici yikama asamasi 42°C de formamid kullanilmadan sadece
2xSSC ile 3x3 dakika yikanarak gergeklestirildi. Kalan tiim asamalar yukarida agiklanan

prosediir ile aynidir.
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Cizelge 3.7. Formamid kullanilmadan hazirlanan hibridizasyon miksinin bilesenleri

Reagent pl/slide
%50 dextran siilfat 3

0.2 SSC 1.5
SSS 0.5
DNA prob 1 (Biotin yada digoxigenin ile isaretlenir) 1

DNA prob 2 (Biotin yada digoxigenin ile isaretlenir) X

Distil steril su 8

Total volim 15 pl

3.7. Temel Kromozom Sayisi, Cekirdek DNA icerigi ve rDNA Lokuslarinin Sayisinda

Gézlemlenen Varyasyonun Incelenmesi

Niikleer ITS bolgeleri kullanilarak elde edilmis olan filogenetik aga¢ (filogram) temel
kromozom sayisi, ¢ekirdek DNA igerigi ve rDNA lokuslariin sayisindaki varyasyonun

incelenmesinde kullanildi.

Mesquite programi kullanilarak tiirlere ait temel kromozom sayis1 ve rDNA
lokuslarinin sayisindaki farkliliklar maximum likelihood ve maximum parsinomy yontemi ile
analizleri (standart categorical data) gergeklestirilmistir. Ayrica ChromEvol.programi

kullanilarak da temel kromozom sayisi analiz edildi.

Mesquite programi kullanilarak tiirlere ait ¢ekirdek DNA igerikleri maximum
parsinomy yontemi ile analiz edilerek DNA igerigindeki degisimler (continious data)

saptandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kromozom Sayim

Yirtitilen bu tez ¢alismasi kapsaminda 35 Onobrychis tiiriinde mitotik kromozom

saymmi yapilmistir. Calismamizda kullandigimiz enzim yontemi ile bol miktarda boliinen

hiicreye sahip kok uglart kullanilarak kromozomlari iyi dagilmis, morfolojisi oldukca yiiksek

kaliteli preparatlar hazirlamak miimkiin olmustur. Bu nedenle kromozom sayimlar1 son derece

hassas bir sekilde yapilabilmistir. Calismada tiirlerin belirlenmis olan kromozom sayilar

Cizelge 4.1'de ve ilgili mitotik kromozom resimleri sekil 4.1 ile 4.18 arasinda sunulmustur.

Cizelge 4.1. Mitotik kromozom sayimi yapilmig olan Onobrychis tiirleri ve kromozom

sayilari
Tiir Isimleri Kromozom sayisi Temel kromozom sayis1 | Omiir uzunluklari
O. hyparygera 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
O. pallasi 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
O. grandis 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
0. caput-galli 2n=2x=14 X=7 Tek yillik
0. alba subsp. laconica 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
0. supina 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
0. megataphros 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
O. gracilis 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
O. humilis 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
O. ptolemaica 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
O. sternorhiza 2n=2x=14 X=7 Cok yillik
O. kachetica 2n =2x =16 X=8 Cok yillik
0. gaubae 2n=2x=16 X=8 Cok yillik
O. vaginalis 2n =2x =16 X=8 Cok yillik
O. michauxii 2n=2x=16 X=38 Cok yillik
O. chorossanica 2n =2x =16 X=8 Cok yillik
O. vassilczenkoi 2n=2x=16 X=8 Cok yillik
O. crista-galli 2n=2x=16 X=8 Tek yillik
O. radiata 2n =2x =16 X=8 Cok yillik
O. iberica 2n=2x=16 X=8 Cok yillik
O. sintenisii 2n=2x=16 X=8 Cok yillik
O. persica 2n=2x=16 X=8 Cok yillik
O. argyrae 2n=2x=16 X=8 Cok yillik
O. viciifolia 2n =2x =28 X=7 Cok yillik
O. arenaria 2n =2x =28 X=7 Cok yillik
O. transcaucasica 2n = 4x =28 X=7 Cok yillik
O. cyri 2n =4x =28 X=7 Cok yillik
O. altissima 2n=4x =28 X=7 Cok yillik
O. biebersteinii 2n = 4x =28 X=7 Cok yillik
O. inermis 2n =4x =28 X=7 Cok yillik
O. conferta subsp. argentea 2n = 4x =28 X=7 Cok yillik
O. petrae 2n =4x =28 X=7 Cok yillik
O.kemualariea 2n=4x =28 X=7 Cok yillik
0. hajastana 2n = 4x = 28 X=7 Cok yillik
O. subacaulis 2n = 4x =32 X=8 Tek yillik
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Sekil 4.1. O. pallasi (soldaki karyotip) ve O. hypargyerea (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2x = 14

Sekil 4.2. O. gracilis (soldaki karyotip) ve O. humilis (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2x = 14

Sekil 4.3. O.grandis (soldaki karyotip) ve O. caput-galli (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n =2x = 14



Sekil 4.4. O.supina (soldaki karyotip) ve O. alba subsp. laconica (sagdaki karyotip) mitotik

kromozomlari, 2n = 2x =14

Sekil 4.5. O. ptolemaica (soldaki karyotip) ve O. stenorhiza (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2x =14

Sekil 4.6. O.megataphros mitotik kromozomlari, 2n = 2x =14
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Sekil 4.7. O.crista-galli (soldaki karyotip ) ve O. gaubea (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2x =16

Sekil 4.8. O.kachetica (soldaki karyotip) ve O. chorossanica (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2x = 16

Sekil 4.9. O.radiata (soldaki karyotip) ve O. michauxii (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2x =16
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Sekil 4.10. O.vassilczenkoi (soldaki karyotip) ve O.sintenisii (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2x =16

Sekil 4.11. O.vaginalis (soldaki karyotip) ve O. iberica (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2X =16

Sekil 4.12. O. argyreae (soldaki karyotip) ve O.persica (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 2X =16



Sekil 4.13. O. viciifolia (soldaki karyotip) ve O. arenaria (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 4x =28

Sekil 4.14. O. transcaucasica (soldaki karyotip) ve O. cyri (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 4x =28

Sekil 4.15. O. altissima (soldaki karyotip) ve O. biebersteinii (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 4x =28
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Sekil 4.16. O. inermis (soldaki karyotip) ve O. conferta subsp. argentae (sagdaki karyotip)
mitotik kromozomlari, 2n = 4x =28

Sekil 4.17. O. hajstana (soldaki karyotip) ve O. kemulariae (sagdaki karyotip) mitotik
kromozomlari, 2n = 4x =28

Sekil 4.18. O. petrae 2n =4x = 28 (soldaki karyotip) ve O. subacaulis (sagdaki, karyotip)
mitotik kromozomlari, 2n = 4x =32
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Cizelge 4.1 den de goriilecegi lizere c¢alisma kapsaminda mitotik kromozomlari
say1lmis olan 35 farkli Onobrychis tiiriinden elde edilen sonuglara gére Onobrychis cinsi x =7
ve X = 8 olmak tizere 2 farkli temel kromozom sayisina sahip oldugu belirlenmistir. Diploid
tirlerin 12 tanesinde kromozom sayis1 2n = 2x = 16, geri kalan 11 tanesinde ise 2n = 2x = 14
olarak belirlenmistir. Poliploid tiirlerin ise O. subacaulis hari¢ tiimiiniin 2n = 4x = 28
kromozom sayisina sahip oldugu saptanmistir. Calismamizda O. subacaulis’in kromozom

sayis1 2n = 4x =32 olarak belirlenmistir.

Onobrcyhis cinsinin 2 farkli temel kromozom sayisina (X = 7 ve x = 8) sahip oldugu
daha once gergeklestirilmis olan galismalarda da rapor edilmistir (Ranjbar ve ark., 2012;
Hesamzadeh Hejaz1 ve Nasab 2010). Bu yonden sunulmus olan bu tez ¢alismasinda elde
edilmis olan sonuglar ile daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalardan elde edilmis olan sonuglar

paralellik gostermektedir.

Onobychis tiirleri i¢in daha once rapor edilmis kromozom sayilar1 ve bu g¢alismada

belirlenmis olan kromozom sayilari ¢izelge 4.2 de birlikte sunulmustur.
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kromozom sayilar1 ve referanslari.

Cizelge 4.2. Onobrychis tiirlerinin 6nceki ¢alismalar ile bu ¢alismada belirlenmis olan

Tiir Isimleri Onceki Tez calismasinda | Referanslar
calismalarda belirlenen
belirlenen kromozom
kromozom sayilari
sayisl
O. hyparygera 2n=14 2n=14 Somay Akgelik ve ark. 2012,
0. grandis 2n=14 2n=14 Baykabilov 1977 (Chromosome count database)
O. caput-galli 2n = 14,28 2n=14 Sepet ve ark. 2011, Abou-El-Enain 2002.
0. alba 2n=14 2n =14 Kozuharov ve ark. 1972
O. supina 2n=14 2n=14 Garnatje ve Cardona 1988
0. megataphros 2n =32 2n=14 Hosgoren 2006
O. gracilis 2n=14 2n=14 Somay Akgelik ve ark. 2012,
O. humilis 2n=14 2n=14 Lifante ve Martin 1992.
0. ptolemaica 2n=14,16 2n =14 Ranjbar ve ark. 2012, Abou-EI-Enain 2002
0. kachetica 2n =16 2n =16 Baltisberger ve Baltisberger 2015
0. gaubae 2n =16 2n =16 Hesamzadeh Hejazi ve Nasab 2010.
O. michauxii 2n=14,16 2n =16 Ranjbar ve ark. 2012.
0. chorossanica 2n=14 2n =16 Ranjbar ve ark. 2012.
0. vassilczenkoi 2n =14 2n =16 Magulaev 1995.
O. crista-galli 2n = 16,32 2n =16 Hesamzadeh Hejazi ve Nasab 2010, Abou-El-
Enain 2002.
O. radiata 2n=14 2n =16 Hesamzadeh Hejazi. ve Nasab 2010.
O. iberica 2n =28 2n =16 Anonim 2019c
O. sintenisii 2n=14 2n =16 Hesamzadeh Hejazi ve ark. Nasab2010.
O. argyerea 2n =16 2n =16 Oztiirk ve ark. 2009, Somay Akgelik E ve ark.
2012.
O. persica 2n =28 2n =16 Hesamzadeh Hejazi ve Nasab.2010.
0. viciifolia 2n =28 2n =28 Hesamzadeh Hejazi ve Nasab 2010.
O. arenaria 2n =14, 28 2n =28 Anonim 2019d
O. transcaucasica | 2n =28 2n =28 Elena 2006.
0. cyri 2n =28 2n =28 Anonim 2019e
0. altissima 2n =14, 28 2n =28 Arslan ve ark. 2012, Hejazi ve Nasab. 2010
O. biebersteinii 2n =28 2n =28 Anonim 2019f
0. inermis 2n =28 2n =28 Magulaev 1989 (Chromosome count database)
O. conferta 2n =16 2n =28 Sacristan 1996 (Chromosome count database)
O. petrae 2n=14 2n =28 Magulaev 1989 (Chromosome count database)
0O.kemualariea 2n =28 2n =28 Zakharyeva 1985(Chromosome count database)
0. hajastana 2n=14 2n =28 Arslan ve ark. 2012
O. subacaulis 2n =16 2n =32 Arslan ve ark. 2012

Calismamizda kromozom sayimi yapilan 35 tiirden 15' i¢in elde edilen sonuglar daha
once yapilan c¢aligmalardan elde edilen sonuglar ile bire bir uyusmaktadir. Bu tiirlerden
diploid olan O. hyparygera, O. grandis, O. alba subsp. laconica, O. supina, O. gracilis, O.
humilis tiirlerinin kromozom sayis1 2n = 14, O. argyerea, O. kachetica, O. gaubae tiirlerinin
kromozom sayisi ise 2n = 16 olarak belirlenmistir. O. viciifolia, O. transcaucasica, O. cyri, O.
biebersteinii, O. inermis, O. kemualariea tiirlerinin ise 2n = 28 kromozoma sahip olduklar1

belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Calismamizda 2n = 14 kromozom ile diploid oldugu belirlenmis olan O. caput- galli
tiri icin daha Once yapilmis calismalarda 2n = 14 kromozom sayisi yaninda, 2n = 28
kromozoma sahip formlarin varligi da rapor edilmistir. Calismamizda kromozom sayis1 2n =
14 olarak belirlenmis olan O. megataphros' un kromozom sayis1 6nceki ¢alismalarda 2n = 32
olarak rapor edilmistir. Yine ¢alismamizda 2n = 14 kromozoma sahip olarak belirlenmis olan
O. ptolemaica tiirii i¢in ise literatiirde rapor edilmis olan kromozom sayilar1 2n = 14 ve 2n =
16 dir. (Cizelge 4.2).

Calismamizda kromozom sayis1 2n = 16 olarak belirlenen O. michauxii tiirii i¢in 16
kromozomlu form yaninda 2n = 14 kromozomlu formlarin da bulundugu rapor edilmistir.
Calismamizda kromozom sayisi 2n = 16 olarak belirlenmis olan O. chorossanica, O.
vassilczenkoi, O. radiata, O. sintenisii gibi tiirler i¢in ise onceki ¢alismalarda belirtilmis olan
kromozom sayis1 2n=14 tiir. Yine ¢alismamizda 2n=16 kromozom ile diploid olduklari
belirlenmis olan O.crista-galli, O. iberica ve O. persica tiirlerinin ise daha Onceki
calismalarda poliploid olduklari rapor edilmistir. Bu tiirlerden ilki i¢in rapor edilen kromozom
sayist 2n =16 ve 32 iken, son iki tiiriin kromozom sayist 2n = 28 olarak rapor edilmistir
(Cizelge 4.2).

Calismamizda 2n=28 kromozom ile tetraploid olarak belirlenmis olan O. arenaria ve
O. altissima tiirleri i¢in 6nceki galismalarda 2n = 28 kromozomlu tiplerin yani sira 2n=14

kromozomlu diploid formlar da rapor edilmistir (Cizelge 4.2).

Yine ¢alismamizda 2n = 28 kromozom ile tetraploid olduklari belirlenmis olan O.
conferta, O. petrae, O. hajastana tiirlerinin ise daha onceki ¢aligmalarda diploid olduklar
rapor edilmistir. Bu tiirlerden ilkinin 2n = 16 kromozoma sahip iken diger ikisinin 2n = 14

kromozoma sahip oldugu rapor edilmistir (Cizelge 4.2).

Calismamizda 2n = 32 kromozoma sahip tek tiiri olan O. subacaulis tiirii i¢in ise

literatiirde rapor edilen kromozom sayist 2n = 16 dir (Cizelge 4.2).

O. pallasi, O. stenorhiza ve O. vaginalis tiirlerinin kromozom sayist ise ilk defa
tarafimizdan yiiriitmiis oldugumuz bu tez ¢alismasinda belirlenmistir. Tirlerin ii¢liniin de
diploid oldugu saptanirken, ilk iki tiirtin kromozom sayisi 2n = 14, sonuncu tiiriin kromozom
sayis1 2n = 16 olarak saptanmistir. Bu tiirlere ait kromozom sayilar ile ilgili olarak literatiirde

herhangi bir bilgiye rastlanmamagtir.
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Gergeklestirmis oldugumuz tez calismamizda Onobrychis tiirleri i¢in belirlemis
oldugumuz kromozom sayilari ile daha once yapilmis ¢aligmalardan elde edilen sonuglar
arasinda gozlenen farkliliklar cinsin kompleks yapisindan kaynaklaniyor olabilecegi gibi
kullanilan materyallerin karisik olmasi, yanlis teshis edilmis olmalar1 ya da kromozomlarin

kiiglik olmasindan dolay1 yanlis sayilmasindan kaynaklanmis olabilir (Ranjbar ve ark. 2012.)

Diger arastiricilar tarafindan daha 6nce gerceklestirilmis olan ¢alismalara bakildiginda
preparatlarin hematoxylin iron, feulgen, aseto-orsein gibi klasik boyama yontemleri
kullanilarak hazirlandig1r goriilmektedir. Ancak bu yontemler ile hazirlanan preparatlarda
sitoplazma kalintilarinin fazla olmasinin yanisira, kromozomlar1 diizgiin bir sekilde
dagitmaktada sorunlar yasanmaktadir (Hosgoren 2006). Bu durumda o&zellikle kiigiik
kromozomlu bitkilerde kromozom sayisinin yanlis belirlenmesine sebep olabilmektedir.
Yiriitiilen tez ¢alismamizda ise Onobrychis tiirleri i¢in preparatlarin hazirlanmasinda ilk defa
pektinaz ve seliilaz enzimleri kullanilmig ve sitoplazma kalintisi olmayan, kromozom
morfolojisi ve dagilimi iyi olan ¢ok sayida hiicreye sahip yiiksek kaliteli preparatlar elde
edilmistir. Bu nedenle bu ¢aligmada yapilmis olan kromozom analizleri 6nceki ¢alismalardan
daha hassas bir sekilde yapilmistir. Bu ¢alismada FISH analizinde kullanilmis olan tiirlerin ve

ayrica O. argyrea ve O. kemulariae tiirlerinin kromozomlari sayilmistir
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4.2. Cekirdek DNA I¢erigi

Sunulan bu tez ¢aligmasinda 22 diploid ve 10 poliploid Onobrychis tiirii igin flow
sitometri yontemi ile belirlenmis olan 2C g¢ekirdek DNA igerikleri Cizelge 4.3 de

gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Onobrychis tiirlerinin belirlenmis olan ¢ekirdek DNA igerikleri

Tiirler Kromozom | 2C DNA Standart | 1Cx
sayis1 Icerigi Sapma

O. pallasi 2n=14 1,47 pg 0,03 0,74
O. grandis 2n =14 1,26 pg 0,04 0,63
O. hypargyrea 2n=14 1,45 pg 0,04 0,73
O. caput-galli 2n =14 0,65 pg 0,08 0,33
O. alba subsp. laconica | 2n=14 1,15 pg 0,02 0,58
O. supina 2n=14 0,96 pg 0,03 0,48
O. megataphros 2n =14 1,17 pg 0,02 0,59
O. gracilis 2n=14 1,09 pg 0 0,55
O.humilis 2n =14 1,33 pg 0,11 0,67
O. ptolemaica 2n =14 1,37 pg 0,03 0,69
O. sternorhiza 2n=14 1,2 pg 0,05 0,6

O. kachetica 2n =16 1,26 pg 0,04 0,63
O. gaubae 2n =16 0,71 pg 0,01 0,36
O. vaginalis 2n =16 1,23 pg 0,03 0,62
O. michauxii 2n =16 1,42 pg 0,03 0,71
O. chorossanica 2n =16 1,31 pg 0,03 0,66
O. vassilczenkoi 2n =16 1,38 pg 0,01 0,69
O. crista-galli 2n =16 0,86 pg 0,20 0,43
O. radiata 2n =16 1,38 pg 0,01 0,69
O. iberica 2n =16 1,20 pg 0 0,60
O. sintenisii 2n =16 1,2 pg 0,03 0,6

O. persica 2n =16 1,01 pg 0,07 0,51
O. viciifolia 2n =28 2,59 pg 0,05 0,65
O. viciifolia 2n =28 2,65 pg 0,05 0,66
O. transcaucasica 2n =28 2,74 pg 0.01 0,69
O. cyri 2n =28 2,65 pg 0 0,66
O. altissima 2n =28 2,65 pg 0 0,66
O. biebersteinii 2n =28 2,51 pg 0,05 0,63
O. inermis 2n =28 2,54 pg 0,06 0,64
O. conferta 2n =28 2,83 pg 0,08 0,7

O. petrae 2n =28 2,60 pg 0,78 0,66
0. hajastana 2n =28 2,61 pg 0,01 0,66
0. subacaulis 2n = 32 2,43 pg 0,02 0,60
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Cizelge 4.3’den de goriilecegi lizere c¢alisma kapsaminda analiz edilmis olan
Onobrychis tiirlerinin ¢ekirdek DNA igerikleri 0.65 pg ile 2.83 pg (min ve max) arasinda
degisim gostermistir.

2n = 2x = 14 kromozom sayisina sahip olan diploid Onobrychis tiirlerinde 2C ¢ekirdek
DNA igerigi degerlerinin 0,65 pg (O. caput-galli) ile 1,47 pg (O.pallasi) araliginda degistigi
gozlenmistir. Kromozom sayisi daha fazla olmasina ragmen 2n = 2x = 16 kromozoma sahip
olan diploid tiirlerin hemen hemen ayni1 miktarda ¢ekirdek DNA igerigine (0,71 pg - 1,42 pg)
sahip olduklar1 dikkat ¢ekmistir. Diploid tiirlerde dikkat ¢eken diger bir husus ise tiirlerin
cekirdek DNA igerikleri arasinda yaklastk 2 misliden daha fazla bir farkin gozlenmis
olmasidir. Diploid Onobrychis tiirlerinin ¢ekirdek DNA miktarlar1 arasinda gézlenen bu genis
varyasyon, c¢ekirdek DNA igerigi bilgisini 6zellikle diploid Onobrychis tiirlerinin teshisi,
siniflandirilmasi ve genomlarinin tanimlanmasinda ¢ok yararli olabilecegini gostermektedir.
2n = 4x =28 kromozoma sahip poliploid tiirlerde ise ¢ekirdek DNA igerigi diploidlerden farkli
olarak birbirine daha benzer olup, 2,59 pg ile 2,83 pg arasinda degisim gostermistir.
Calismamizda incelenen ve 2n = 4x = 32 kromozom sayisina sahip tek tiir olan O. subacaulis'
in ¢ekirdek DNA igerigi ise 2,43 pg olarak saptanmistir. Bu tiiriin diger 2n = 28 kromozomlu
poliploid tiirlere gore fazladan sahip oldugu 4 extra kromozom diploid tiirlerin bazilarinda
gozlenmekte olan fazladan 2 kromozomda oldugu gibi ¢ekirdek DNA igeriginde bir artisa
sebep olmaz iken, tam tersine tiiriin ¢ekirdek DNA igeriginin diger tiim 2n = 28 kromozomlu

poliploidlerden daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3' iin incelenmesinden de anlagilacagi iizere Onobrychis cinsinde gekirdek
DNA icerigi ile ploidy diizeyi arasinda dogru bir orantinin bulundugu ve artan ploidy diizeyi

ile gekirdek DNA igeriginin artig gosterdigi gézlenmektedir.

Onobrychis tiirlerinin bazilari i¢in elde edilmis olan flow histogramlari Sekil 4.19 ile

4.22 arasinda sunulmustur.
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Su ana kadar Onobrychis cinsi tizerinde ¢ekirdek DNA igerigi analizi yapilmis olan
tek ¢alismada Carbonero (2011) O. viciifolia tiiriiniin ¢ekirdek DNA igerigini 2,5 pg olarak
belirlemistir. Calismamizda ise O. viciifolia tiirtiniin ¢ekirdek DNA igerigi 2,65 ve 2,59 pg
olarak belirlenmistir. Yiritilmiis olan bu ¢alisma ile ¢alismamizda elde edilen veriler

arasinda benzer sonuglar saptanmustir..

Cekirdek DNA igerigi genel olarak bir tlriin tim bireyleri ve bir bireyin tiim
hiicrelerinde sabittir ve degismez. Bununla birlikte su ana kadar yapilmis olan ¢alismalara
gore cekirdek DNA igeriginin (angiospermler) tiirler arasinda yaklagik 1000 kat degisim
gosterdigi bilinmektedir (Benneth ve ark. 2000). Bu durum bu bilgiyi genom yada diger bir
ifade ile tiir spesifik yapmaktadir. Bu nedenle ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi tiirlerin teshisi,

smiflandirilmasi ve evrimi gibi bir ¢ok alanda ¢ok yararli olmaktadir (Ohri 1998).

Yan ve ark. (2016) Avena tiirleri tizerinde gergeklestirmis olduklari bir ¢alismada A.
damascena, A. longiglumis Durieu, A. ventricosa Balansa, A. abyssinica Hochst., A. murphyi
Ladiz., ve A. sativa L. tiirlerinin ¢ekirdek DNA igeriklerini sirasiyla 8,43, 9,23, 10,29, 16,73,
18,70, 25,70 pg olarak belirlemistir. Arastiricilar yapmis olduklari bu c¢alismada Avena
tirlerinin ¢ekirdek DNA igerikleri bakimindan bariz bir sekilde farklilik gdsterdigini ve
cekirdek DNA iceriginin artan ploidy diizeyi ile dogru orantili bir sekilde artis gosterdigini

saptamislardir.

Tuna ve ark. (2001) Brom cinsi iizerinde gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda ¢ekirdek
DNA igeriginin tiirlere bagh olarak 6,14 ile 26,64 pg arasinda degisim gosterdigini ve
cekirdek DNA igeriginin artan ploidy diizeyi ile dogru orantili bir sekilde artis gdsterdigini
saptamiglardir. Ancak poliploidlerin ¢ekirdek DNA igeriginin progenitor tiirlerin ¢ekirdek
DNA igeriklerinin aritmatik toplamindan daha diisiik oldugunu dolayisiyla poliploidlesme

esnasinda ¢ekirdek DNA miktarinda azalmalarin meydana geldigini gézlemislerdir.

Kolano ve ark. (2015) gerceklestirdikleri ¢alismada farkli diploid Chenopodium
tiirlerinin ¢ekirdek DNA icerigini analiz ederek filogenetik agac iizerinde haritalamislardir.
Yapilan bu ¢alismada diploid Chenopodium (2n = 18) tiirlerinde g¢ekirdek DNA igeriginin
yaklagik 4 misli bir degisim gosterdigini ve ansestér genom boyutunun 1,39 pg oldugunu
saptamiglardir. Genom boyutunda goézlenen artis ve azalmalari takson farklilagsmasi ve

tirlesme ile iliskilendirmislerdir. Yasam dongiisiiniin (tek yillik- cok yilik) ve transposable
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elementlerin farklilik gosteren proliferasyonunun diploid Chenopodium tiirlerinin genom

boyutundaki degisimde etkili olmus olabilecegini belirtmislerdir.

Leitch ve Benneth (2004) poliploidi sonrasi biyolojik tepki olarak genom boyutunda
azalma oldugunu belirtmislerdir. Ayrica genom boyutunun progenitor tiirlerin sahip oldugu
¢ekirdek DNA igeriklerinin toplamindan genellikle daha az veya nadiren de olsa daha fazla
olabileceginide belirtmislerdir. Bununla birlikte Ozkan ve ark. (2006) autopoliploid
Arabidopsis’in ¢ekirdek DNA igeriginin progenitor tiiriin tam olarak aritmatik toplamina

sahip oldugunu saptamisglardir.

Leitch ve ark. (2008) poliploid Nicotiana tiirlerinde ¢ekirdek DNA igeriginde hem
artma hem de azalma (progenitor tiirlerin sahip oldugu cekirdek DNA igeriklerinin (1C)
toplamina kiyasla) oldugunu agiklamiglardir. Poliplodi N. tabacum tiiriinde %3.7, N. rustica
tirinde %1.9-5.4 oraninda azalma belirtilmisken, N.clevelandii A.Gray tiiriinde %2.5
oraninda artis gozlemlendigi belirtilmistir. Bazi Hordeum tiirlerinde de progenitorlerinin

DNA igeriklerinin toplamina kiyasla artis olabilecegi bildirilmistir (Jakob ve ark. 2004).

Retrotransposonlarin ve tekrarli dizilerin bitki genomunda oldukc¢a yaygin olarak
bulundugu bilinmektedir. Bitki genomu ve genom boyutunun evriminde 6nemli etkilerinin
oldugu ve genom boyutunun artisinda (upsizing) retrotransposonlarin amplifikasyonu ve
tekrarlt DNA dizilerin dinamik evrimlerinin etkisi oldugu belirtilmistir (Ambrozova ve ark.
2011, Estep ve ark. 2013, Long ve ark. 2013). Genom boyutundaki azalma ve DNA
dizilerinin eliminasyonunun ise su zamana kadar daha az anlagilabildigi, esit olmayan
homolog rekombinasyon ve hatali rekombinasyonun ise genom boyutunun azalmasina etkili
olabilecek 6nerilmis olan en 6nemli mekanizmalar oldugu belirtilmistir (Bennetzen ve Wang
2014, Kolano ve ark. 2015).

Diger arastimacilar tarafindan yukarda belirtilmis olan ¢esitli mekanizmalar yani
tekrarli DNA bélgelerinin proliferasyonu veya eliminasyonu Onobrychis tiirlerinin ¢ekirdek

DNA igeriklerinin degisiminde etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Bununla beraber O. caput-galli (2C = 0,65pg ) en kiigiik genom boyutuna sahip olan
tir ve O. crista-galli (2C = 0.86 pg) ile O. gaubae (2C = 0.71 pg) kiigiikk genom boyutuna
sahip olan tiirlerden oldugu goriilmektedir. O. caput-galli, O. crista-galli tiirleri tek yillik ve
O. gaubae tiirii ise ¢ok yillik olarak bilinmektedir. Gergeklestirilmis olan bazi ¢aligmalarda

cekirdek DNA igerigi ile yasam dongiisii arasinda bir iligki olabilecegi ve tek yillik bitkilerin
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cok yillik bitkilere oranla daha kiiciik genom boyutuna sahip olabilecekleri iddia edilmistir
(Bennet 1972).

Tek yillik bitkilerin diisiik DNA miktan ile karakterize edilebilecegi, ¢iinkii DNA
miktarinin ¢ekirdek ve hiicre boyutu ayrica hiicre dongiisii siiresi ile pozitif korelasyona sahip
olabilecegi belirtilmistir. Kisa mitoz ve mayoz bdliinme dongiilerinin tek yillik yasam siiresi
ile pozitif korelasyona sahip oldugu ve tek yillik yasam dongiistiniinde daha az miktarda DNA
icerigi ile korelasyona sahip olabilecegi bildirilmistir (Bennet 1972).

Albach ve Greillhuber (2004) c¢alismalarinda tek yillik Veronica tiirleri olan V.,
peregrina L., V. verna L., V. agrestis L. ve V. syriaca Roem. & Schult. i¢in ¢ekirdek DNA
icerigini sirasiyla 0.32, 0.54, 0.37, 0.70 pg; ¢ok yillik tiirler olan V. anagallis-aquatica L., V.
vindobonensis (M.A.Fisch.) M.A.Fisch./V. chamaedrys L., V. filiformis SM., V. serpyllifolia
L./V. gentianoides Vahl tiirlerinde ise sirasiyla 0.54, 0.90-0.74, 0.36, 0.44-0.62 pg olarak
belirlemislerdir. Tek yillik bitkilerin genellikle daha diisik genom boyutuna sahip
olabilecegini belirtmislerdir. Tek yillik yasam dongiisii ve diisik DNA igerigindeki iliski ile
ilgili gerceklestirdikleri istatistiki ¢alismalarinda ise LSM testinde pozitif korrelasyon elde

ederken, SST ve IC testlerinde negatif korelasyonlar saptadiklarini belirtmislerdir.

Bagka bir arastirmada ise, diploid Hordeum tiirlerinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin 6.85
pg ile 10.67 pg araliginda degistigi ve heksaploid tlirlerde 29.85 pg'a kadar yiikseldigi
belirlenmistir. Cok yillik tiirlerin 2C ¢ekirdek DNA igeriklerinin 8.51 pg (H. flexuosum
Steud.) ile 9.69 pg (H. roshevitzii Bowden) arasinda degistigi ve 1.14 katlik bir fark oldugu,
tek yillik tiirlerde ise 6.85 pg (H. euclaston Steud.) ile, 10.67 pg (H. vulgare ) araliginda 1.55
katlik degisim go6zlendigi belirtilmistir. En yiiksek (H. murinum subsp. leporinum (Link)
Arcang.) ve en disik (H. euclaston Steud.) miktar ise tek yillik Hordeum tiirlerinde
gozlenmistir. Poliploid tiirlerde genom boyutunun progenitdrlerin aritmatik toplamindan biraz
fazla ya da daha az (1% to 5%) olarak belirtilmistir. Tek ve ¢ok yillik olmak tizere bu iki
grubun az ve ¢ok DNA miktarina sahip tiirlerden olustugu ve az DNA miktariin tek yillik

bitkiler i¢in bir 6n kosul olmadig: belirtilmistir (Jakob ve ark. 2004).

Yukarida bahsedilmis olan ¢aligmalara bakildiginda her iki grubun da (tek yillik ve
cok yillik) diisiik veya yiliksek DNA igerigine sahip olabilecegi goriilmektedir. Yiiriitmiis
oldugumuz tez ¢alismamizda O. caput-galli, O. crista-galli ve O.gaubae tiirleri i¢in elde

edilmis olan ¢ekirdek DNA igerigi verilerinde de benzer sonuglar goriilmiistiir
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4.3. Onobrychis Tiirlerine Ait Mitotik Kromozomlar Uzerinde 5S ve 35S rDNA
Lokuslarmin Say1 ve Dagilim

22 diploid ve 11 poliploid olmak tizere toplam 33 farkli Onobrychis tiiriiniin
kromozomlar1 iizerinde bulunan olan 5S ve 35S rDNA lokuslarinin sayis1 Cizelge 4.4 ' de

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Onobrychis tiirlerinin 35 ve 5S rDNA lokus sayilari

Tiir Kromozom 35S rDNA 5S rDNA homolog
Isimleri Sayisi homolog lokuslarinin sayisi
lokuslarinin sayisi
O. hyparygera 2n=14 4 1
O. pallasi 2n =14 2 1
O. grandis 2n=14 1 1
O. caput-galli 2n =14 1 1
O. alba subsp. laconica 2n=14 2 2
O. supina 2n =14 1 2
O. megataphros 2n=14 2 2
O. gracilis 2n=14 1 2
O.humilis 2n=14 1 2
O. ptolemaica 2n=14 1 1
O. sternorhiza 2n=14 1 2
O. kachetica 2n =16 3 2
O. gaubae 2n =16 2 1
O. michauxii 2n =16 4 1
O. vaginalis 2n =16 4 1
O. chorossanica 2n =16 4 2
O. vassilczenkoi 2n =16 1 1
O. crista-galli 2n =16 3 2
O. radiata 2n =16 3 1
O. iberica 2n =16 3 1
O. sintenisii 2n =16 1 1
O. persica 2n =16 2 2
O. viciifolia 2n =28 2 4
O. arenaria 2n =28 2 4
O. transcaucasica 2n =28 2 4
O. cyri 2n =28 2 4
O. altissima 2n =28 2 4
O. biebersteinii 2n =28 2 4
O. inermis 2n =28 2 4
O. conferta subsp. argentea | 2n = 28 2 4
O. petrae 2n =28 2 4
0. hajastana 2n =28 2 4
0. subacaulis 2n = 32 1 3
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5S ve 35S rDNA lokuslarmin 33 farkli Onobrychis tiiriine ait mitotik kromozomlar:
tizerinde dagilimi ve sayist FISH yontemi ile belirlenmistir. Florasan mikroskop analizleri
sonrasinda her tiir i¢in elde edilmis olan karyotipler, [DNA lokuslarinin somatik kromozomlar

tizerinde lokalizasyonunu gosteren idiogramlar ve agiklamalar asagida ayr1 ayr1 sunulmustur.

Onobrychis kromozomlarinin boyutlarinin kii¢iik olmasi rDNA lokuslarinin kesin
lokalizasyonunun saptanmasini zorlagtirmakla beraber, tiirler i¢in olusturulmus olan
idiogramlar {izerinde rDNA lokuslarinin lokalizasyonu yaklasik olarak gosterilmistir. Somatik
kromozomlar boyunca 5S rDNA lokuslarina ait sinyaller yesil, 35S rDNA lokuslarina ait

sinyaller kirmiz1 renkte goriilmektedir. Sekiller tizerindeki 6lgek Sum dir.

Tiirlerin kok uglart kullanilarak kromozom morfolojisi ve dagilimi iyi olan ¢ok sayida
hiicreye sahip preparatlar hazirlamak miimkiin olmustur. Preparatlar iizerinde FISH protokolii
basarili bir sekilde uygulanmis ve kolayca goriilebilecek biiyiikliik ve yogunlukta sinyaller

elde edilmistir. Bu nedenle sinyallerin sayist ve desenleri net bir sekilde analiz edilebilmistir.
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4.3.1. O. pallasi (W621877)

Calismamizda O. pallasi tiiriinii temsilen 2n = 14 kromozom sayisina ve ortalama 1,47
pg/2C ¢ekirdek DNA igerigine sahip olan W6 21877 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH
sonrasi tiiriin mitotik kromozomlarmin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren

idiogram (n) Sekil 4.23' de gosterilmistir.

Sekil 4.23'den goriilecegi tizere O. pallasi tiirtiniin 3 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 8 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 6'st 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin bulundugu lokasyonlari, 2' si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom c¢iftlerinden birinde telomere
yakin bolge ile sentromer cevresinde olmak iizere iki tane, diger kromozom c¢iftinde ise
telomer ile sentromer arasinda nerede ise kromozom kolunun tamamini kapsayan biiyiik bir
sinyal olarak goriilmektedir. Sentromerik sinyal diger sinyallere nazaran oldukga kiigiik
olmakla birlikte kolayca goriilebilecek biiyiikliktedir. 5S rDNA sinyalleri 1¢ift homolog
kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde (intercalar) yer aldigi

belirlenmistir. P1315440 nolu aksesyonda gergeklestirilmis FISH analizi sonrasi ayn1 sonuglar

saptanmistir.

Sekil 4.23. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 W621877 nolu diploid (2n = 2x = 14)
O. pallasi aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S,
yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.2. O. hyarygyea (P1383719)

O. hypargyrea tiirinii temsilen 2n = 14 kromozom sayis1 ve ortalama 1,45 pg/2C
¢ekirdek DNA igerigine sahip olan Pl 383719 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiiriin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram

(n) Sekil 4.24" de gosterilmistir.

Sekil 4.24'den goriilecegi iizere O. hypargyrea tiirliniin 4 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 10 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 8'i 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin bulundugu lokasyonlari, 2' si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarimin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom ¢iftlerinden ikisinde telomere
yakin bolgede iken diger 2 kromozom c¢iftinde ise sentromer ile telomer arasinda kalan
bolgede (intercalar) yer almaktadir. Telomerik sinyallerden bir ¢ifti nerede ise kromozom
kolunun tamamini kaplayacak biiyiikliiktedir. 5S rDNA sinyalleri 1¢ift homolog kromozomun
sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde (intercalar) yer almaktadir. 5S rDNA
lokuslari ile intercalar bolgede lokalize olmus olan 35S rDNA lokuslari ile ayn1 kromozomun
ayni kolu iizerinde goriilmektedir. 5S rDNA sinyallerinin nispeten daha kii¢lik boyuta sahip
kromozom ¢ifti tiizerinde yer aldigi belirlenmistir. Biiyilk 35S rDNA sinyallerinin
biytiklikleri esit olmayip eslerden birinde digerine gore belirgin bir sekilde daha biiyiik
oldugu dikkati ¢ekmektedir.

Sekil 4.24. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 383719 nolu diploid (2n = 2x =
14) O. hypargyrea aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlari ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S, yesil
sinyaller 5S rDNA bolgelerini gdstermektedir). Olgek 5 pm’dir. Siyah ok homolog
kromozomdan birinin daha kiiciik lokusa sahip oldugunu belirtmektedir
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4.3.3. O. gracilis (W619496)

O. gracilis tiirlinii temsilen 2n = 14 kromozom sayis1 ve ortalama 1,09 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan W61946 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiiriin
mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram (n) Sekil

4.25' de gosterilmistir.

Sekil 4.25'den goriilecegi tizere O. gracilis iiriiniin 3 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 6 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'4 ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom ¢iftinin telomer ile sentromer
bolgesi arasinda fakat sinyallerden bir tanesinin daha kiiclik oldugu ve biiylik olan sinyalin
telomer bolgesine dogru uzandigi tespit edilmistir. 5S rDNA sinyallerinin ise kromozomlarin
sentromer ile telomer arasinda kalan boélgesinde (intercalar) yer aldigi belirlenmistir. 35S

rDNA lokuslariin 5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha daha biiyiik oldugu goriilmektedir.

§
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Sekil 4.25. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast W619496 nolu diploid (2n = 2x = 14)
O. gracilis aksesyouna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S,
yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir. Siyah ok
homolog kromozomlardan birinin daha kii¢iik lokusa sahip oldugunu belirtmektedir
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4.3.4. O. humilis (P1319054)

O. humilis tiirinii temsilen 2n = 14 kromozom sayis1 ve ortalama 1,33 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan PI 319054 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiiriin
mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gésteren idiogram (n) Sekil

4.26' de gosterilmistir.

Sekil 4.26'dan goriilecegi tizere O. humilis tiirtiniin 3 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 6 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'Q ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1  gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozomun telomerine yakin
(subtelomerik) lokalize oldugu ve bir tanesinin daha kii¢iik oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA
sinyalleri 2 ¢ift homolog kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bdlgesinde
(intercalar) yer aldig1 belirlenmistir. 35S rDNA lokuslarinin 5S rDNA lokuslarindan daha
biiyiik oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.26. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 319054 nolu diploid (2n = 2x =
14) O. humilis aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA
lokuslarmin kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bdélgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir.
Siyah ok homolog kromozomlardan birinin daha kiiciik lokusa sahip oldugunu
belirtmektedir
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4.3.5. O. grandis (P1440568)

O. grandis tiirlinii temsilen 2n = 14 kromozom sayis1 ve ortalama 1,26 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan Pl 440568 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiiriin

mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gésteren idiogram (n) Sekil

4.27' da gosterilmistir.

Sekil 4.27'den goriilecegi tizere O. grandis tiirliniin 2 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 4 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin bulundugu lokasyonlari, diger ikisi ise 5S rDNA (yesil) lokuslarin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. Her iki rDNA lokusu (35S rDNA+ 5S rDNA) kromozomlarin

sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde (intercalar) yer aldigi belirlenmigtir. 35S

rDNA lokuslarinin 5S rDNA lokuslarindan daha biiytik oldugu goériilmektedir.

Sekil 4.27. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 P1440568 nolu diploid (2n = 2x = 14)
O. grandis aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S,

yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olcek 5 um’dir
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4.3.6. O. supina (P1383721)

O. supina tiiriinii temsilen 2n = 14 kromozom sayis1 ve ortalama 0,96 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan PI 383721 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiiriin
mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gésteren idiogram (n) Sekil

4.28' de gosterilmistir.

Sekil 4.28'den goriilecegi iizere O. supina tiiriiniin 3 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 6 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'i ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyallerinin  kromozomun telomerine yakin
(subtelomerik) lokalize oldugu tespit edilmigir. 5S rDNA sinyallerinin ise her iki kromozom
ciftinde de sentromer ile telomer arasinda kalan bdlgesinde (intercalar) yer aldigi

belirlenmistir. 35S rDNA lokuslarinin 5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha biiyiik oldugu

saptanmigstir

Sekil 4.28. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 383721 nolu diploid (2n = 2x= 14)
O. supina aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S,
yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gstermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.7. O. caput-galli (P1 205304)

O. caput-galli tiiriinii temsilen 2n = 14 kromozom sayist ve ortalama 0,65 pg/2C
¢ekirdek DNA icerigine sahip olan PI 205304 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiirtin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram

(n) Sekil 4.29' de gosterilmistir.

Sekil 4.29'dan goriilecegi lizere O.caput-galli tiiriiniin 2 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 4 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin bulundugu lokasyonlari, diger ikisi ise 5S rDNA (yesil) lokuslarmin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozomun telomerine yakin
(subtelomerik) bolgelerinde lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyalleri ise
kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan boélgesinde (intercalar) yer aldigi
belirlenmistir. 35S rDNA lokuslarinin 5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha biiyiik oldugu

saptanmistir.

Sekil 4.29. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI1 205304 nolu diploid (2n = 2x= 14)
O.caput-galli aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA
lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 58 rDNA bdlgelerini gostermektedir). Olgek 5
pum’dir
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4.3.8. O. ptolemaica (P1 215344)

O. ptolemaica tiiriinii temsilen 2n = 14 kromozom sayisi ve ortalama 1,37 pg/2C
¢ekirdek DNA igerigine sahip olan PI 215344 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiiriin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram

(n) Sekil 4.30' da gosterilmistir.

Sekil 4.30'dan goriilecegi tlizere O. ptolemaica tiiriiniin 2 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 4 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin bulundugu lokasyonlari, diger ikisi ise 5S rDNA (yesil) lokuslarin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. rDNA sinyallerinin  her iki tipininde telomere yakin
(subtelomerik) lokalize oldugu belirlenmistir. 5S rDNA lokuslarinin nispeten daha kiigiik
homolog kromozom g¢ifti lizerinde lokalize oldugu gozlemlenmistir. 35S rDNA lokuslarinin

5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha biiyiik oldugu saptanmistir.

Sekil 4.30. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 215344 nolu diploid (2n = 2x= 14)
O.ptoleimaca aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, IDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S,
yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olgek 5 um’dir
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4.3.9. O. stenorhiza (P1 319056)

O. stenorhiza tiiriinii temsilen 2n = 14 kromozom sayist ve ortalama 1,2 pg/2C
cekirdek DNA icerigine sahip olan PI 319056 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiiriin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram

(n) Sekil 4.31' de gosterilmistir.

Sekil 4.31'den goriilecegi tizere O. stenorhiza tiirinin 3 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 6 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'i ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozomun telomerine yakin
(subtelomerik) lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyalleri 2 ¢ift homolog
kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde (intercalar) yer aldigi
belirlenmistir. 35S rDNA lokuslarinin 5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha biiyiik oldugu FISH

sinyalleri sonucu saptanmustir.

Sekil 4.31. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 319056 nolu diploid (2n = 2x =
14) O.stenorhiza aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA
lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.10. O. alba subsp. locanica (W6 19337)

O. alba subsp. locanica tiiriinii temsilen 2n = 14 kromozom sayist ve ortalama 1,15
pg/2C ¢ekirdek DNA igerigine sahip olan W6 19337 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH
sonrasi tiiriin mitotik kromozomlarmin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren

idiogram (n) Sekil 4.32" de gosterilmistir.

Sekil 4.32'den goriilecegi lizere O. alba subsp. locanica tiiriiniin 3 ¢ift mitotik
kromozomu toplam olarak 8 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 4'i 35S rDNA
(kirmiz1) lokuslarinin bulundugu lokasyonlari, 4'ii ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyallerinin 1 ¢ifti sentromer ¢evresinde, diger ¢ifti
ise telomere yakin (subtelomerik) bolgede lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA
sinyalleri bir ¢ift homolog kromozomun telomere yakin boélgesinde, diger ¢ifti ise nispeten
daha kii¢iikk homolog kromozomun sentromer ile telomer bdlgesi (intercalar) arasinda yer
aldig1 belirlenmistir. Sentromer ¢evresinde lokalize olmus olan 35S rDNA sinyali ile telomere
yakin lokalize olmus olan 5S rDNA sinyalleri ayn1 homolog kromozom g¢ifti iizerinde yer

aldig1 gozlemlenmistir. 35S rDNA lokuslarmin 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik oldugu

saptanmistir.

Sekil 4.32. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast W6 19337 nolu diploid (2n = 2x =
14) O. alba subsp. locanica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii,
rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami
(Kirmuz: sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek
5 um’dir
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4.3.11. O. megataphros (P1 301107)

O. megataphros tiiriinii temsilen 2n = 14 kromozom sayisi ve ortalama 1,17 pg/2C
¢ekirdek DNA icerigine sahip olan PI 301107 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiiriin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram

(n) Sekil 4.33' de gosterilmistir.

Sekil 4.33'den goriilecegi tlizere O. megataphros tiiriiniin 3 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 8 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 4'i 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'4 ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyallerinin 1 ¢ifti sentromer ile telomer arasinda,
diger 1 ¢ifti ise telomere yakin (subtelomerik) bolgede yer aldigi tespit edilmistir. 5S rDNA
sinyalleri homolog kromozomlarin sentromer ile telomer arasinda kalan bdolgesinde
(intercalar), lokalize oldugu tespit edilmistir. Telomere yakin lokalize olmus olan 35S rDNA
sinyali ile telomer ile sentromer arasinda lokalize olmus olan 5S rDNA sinyalleri ayni
homolog kromozom ¢ifti iizerinde yer aldig1 gézlemlenmistir. Telomere yakin lokalize olmus
olan 35S rDNA lokuslarinin diger 35S ve 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik oldugu

saptanmastir.

Sekil 4.33. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 Pl 301107 nolu diploid (2n = 2x =
14) O.megataphros aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S, yesil
sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 um’dir
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4.3.12. O. crista-galli (P1 227040)

O. crista-galli tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayisi ve ortalama 0,86 pg/2C
cekirdek DNA igerigine sahip olan PI 227040 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrast
tiirlin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gdsteren idiogram

(n) Sekil 4.34' de gosterilmistir

Sekil 4.34'den goriilecegi tizere O. crista-galli tiiriinin 4 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 10 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 6's1 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'4 ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyallerinin telomere yakin bdlgede (subtelomerik)
lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyallerinin 1¢ifti sentromer ile telomer arasinda
kalan bolgesinde (intercalar), diger 1 ¢ifti ise sentromere yakin bolgede yer aldigi
belirlenmigtir. Telomere yakin lokalize olmus olan 35S rDNA sinyali ile telomer ile
sentromer arasinda lokalize olmus olan 5S rDNA sinyalleri ayn1 homolog kromozom c¢ifti
tizerinde yer aldig1 gézlemlenmistir. 35S rDNA lokuslarmin 5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha
biiyilik oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.34. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 227040 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.crista-galli aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriintisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlari ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S, yesil
sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.13. O. gaubae (P1 380931)

O. gaubae tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayis1 ve ortalama 0,71 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan PI 380931 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonras1 tiiriin
mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram (n) Sekil
4.35' de gosterilmistir.

Sekil 4.35'den goriilecegi lizere O. gaubae tiiriiniin 3 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 6 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 44 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlar1, 2'si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom iftlerinde birinde telomere
yakin (subtelomerik), diger kromozom giftinde ise telomer ile sentromer arasinda kalan
bolgede (intercalar) lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyalleri 1gift homolog
kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde yer aldigi belirlenmistir. 35S
rDNA lokuslarinin lokalize oldugu kromozomlarin 5S rDNA lokuslarinin lokalize oldugu
kromozomlara gore nispeten daha kiiciik oldugu gozlemlenmistir. Telomere yakin lokalize
olmus olan 35S rDNA lokuslarmin diger 35S ve 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik oldugu

saptanmistir.
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Sekil 4.35. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 380931 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.gaubae aksesyonuna ait mitotik kromozomlarn goriiniisii, rDNA
lokuslarmin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini gdstermektedir). Olgek 5
pm’dir
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4.3.14. O. kachetica (Pl 314469)

O. kachetica tiirinii temsilen 2n = 16 kromozom sayis1 ve ortalama 1,26 pg/2C
¢ekirdek DNA icerigine sahip olan PI 314469 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiirlin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gdsteren idiogram

(n) Sekil 4.36' da gosterilmistir.

Sekil 4.36'dan goriilecegi tizere O. kachetica tiiriiniin 4 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 10 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 6's1 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'i ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom c¢iftlerinden ikisinde telomere
yakin (subtelomerik) bolgede diger 1 kromozom ciftinde ise sentromer g¢evresinde yer
almaktadir. 5S rDNA sinyallerinin 1¢ifti sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde
(intercalar), diger 1 cifti ise telomere yakin boélgede yer aldigi belirlenmistir. Telomere yakin
lokalize olmus olan 5S rDNA lokuslarini tasiyan kromozom ¢iftinin diger homolog
kromozomlara nispeten daha kiigiik oldugu saptanmistir. Telomere yakin lokalize olmus olan
35S rDNA sinyali ile telomer ile sentromer arasinda lokalize olmus olan 5S rDNA sinyalleri
ayni homolog kromozom cifti lizerinde yer aldig1 gozlemlenmistir. Telomere yakin lokalize
olmus olan 35S rDNA lokuslarmin diger 35S ve 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik oldugu

saptanmistir.

Sekil 4.36. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 314469 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.kachetica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S, yesil
sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.15. O. persica (Pl 380946)

O. persica tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayis1 ve ortalama 1,01 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan PI 380946 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiiriin
mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram (n) Sekil
4.37' de gosterilmistir.

Sekil 4.37'den goriilecegi lizere O. persica tiiriiniin 4 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 8 adet FISH sinyali tagimaktadir. FISH sinyallerinin 4'Q 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'4 ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri homolog kromozomun ¢iflerinin
telomerine yakin (subtelomerik) bolgede yer aldigi tespit edilmistir. 5S rDNA sinyalleri 2 ¢ift
homolog kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde (intercalar) lokalize

oldugu belirlenmistir. 35S rDNA lokuslarinin 5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha biiytik oldugu

saptanmistir.

>
I
o

Sekil 4.37. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 380946 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.persica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA
lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlart ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olgek 5 pm’dir

81



4.3.16. O.radiata (W6 24111)

O. radiata tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayisi ve ortalama 1,38 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan W6 24111 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiirlin

mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram (n) Sekil

4.38' de gosterilmistir.

Sekil 4.38'den goriilecegi lizere O.radiata tiiriiniin 4 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 8 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 6'st 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 2'si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyallerinin kromozom giftlerinin telomerine yakin
(subtelomerik) bolgesinde lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyalleri nispeten daha
kiiglik olan homolog kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bdolgesinde
(intercalar) yer aldigi belirlenmistir. Telomere yakin lokalize olmus olan 35S rDNA

lokuslarimin diger 35S ve 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik oldugu saptanmustir.

Sekil 4.38. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast W624111 nolu diploid (2n = 2x = 16)
O.radiata aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S,
yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.17. michauxii (P1380945)

O. michauxii tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayisi ve ortalama 1,42 pg/2C
¢ekirdek DNA icerigine sahip olan PI 380945 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiirlin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gdsteren idiogram

(n) Sekil 4.39' de gosterilmistir.

Sekil 4.39'den goriilecegi tizere O. michauxii tiriinin 5 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 10 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 8'i 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlar1, 2'si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom giftlerinde 3 tanesinde telomere
yakin (subtelomerik) iken diger 1 kromozom giftinde telomer ile sentromer arasinda kalan
bolgede (intercalar) lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyalleri en kiigiik homolog
kromozom c¢iftlerinden birinin sentromer ile telomer arasinda kalan bdlgesinde yer aldigi
belirlenmistir. Nispeten daha biiyiik homolog kromozomun telomere yakin bdlgesinde yer

alan 35S rDNA lokuslarinin diger 35S ve 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik oldugu

saptanmuistir.

Sekil 4. 39. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 380945 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.michauxii aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA
lokuslarmin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olgek 5
pm’dir
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4.3.18. O. vassilczenkoi (P1 378913)

O. vassilczenkoi tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayisi ve ortalama 1,38 pg/2C
¢ekirdek DNA icerigine sahip olan PI 378913 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiirlin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gdsteren idiogram

(n) Sekil 4.40' da gosterilmistir.

Sekil 4.40'dan goriilecegi tizere O. vassilczenkoi tiiriiniin 2 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 4 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 2'si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gdstermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom c¢iftinin telomer ile sentromer
bolgesi arasinda (intercalar) fakat sinyallerden bir tanesinin daha kiiglik oldugu tespit
edilmistir 5S rDNA sinyallerinin ise nispeten daha kiiciik kromozom ¢iftinin sentromer ile
telomer arasinda kalan bolgesinde yer aldigi belirlenmistir. 35S rDNA lokuslarinin 5S rDNA
lokuslarindan ¢ok daha biiyiik oldugu saptanmistir

Sekil 4. 40. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 378913 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.vassilczenkoi aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriintisii, rDNA
lokuslarmin kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.19. O. sintensii (Pl 314100)

O. sintenisii tiirinii temsilen 2n = 16 kromozom sayisi ve ortalama 1,2 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan Pl 314100 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiiriin
mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram (n) Sekil

4.41' de gosterilmistir.

Sekil 4.41'den goriilecegi lizere O.sintenisii tiiriiniin 2 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 4 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlar1, 2'si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyallerinin kromozomun telomerine yakin
(subtelomerik) lokalize oldugu tespit edilmisir. 5S rDNA sinyallerinin ise nispeten daha
kiiciik kromozom ¢iftinin sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde (intercalar) yer
aldig1 belirlenmistir. 35S rDNA lokuslarmin 5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha biiyiik oldugu

saptanmigstir

Sekil 4. 41. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 314100 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.sintenisii aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA
lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlart ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.20. O. chorossanica

O. chrossanica tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayis1 ve ortalama 1,31 pg/2C
¢ekirdek DNA icerigine sahip olan PI 314160 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiirlin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gdsteren idiogram

(n) Sekil 4.42' de gosterilmistir.

Sekil 4.42'den goriilecegi tizere O. chorossanica tiiriiniin 5 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 12 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 8'i 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 4'Q ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom iftlerinin ikisinde telomere
yakin bolgede (subtelomerik), diger 2 kromozom ¢iftinde ise telomer ile sentromer arasinda
kalan bolgede (intercalar) ve telomer bolgesine daha yakin olan sinyalleri tastyan homolog
ciftinin nispeten daha kiigiik oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyallerinin 1¢ift homolog
kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde, diger 1 ¢ifti ise telomere yakin
bolgede yer aldig1 belirlenmistir. Telomere yakin lokalize olmus olan 5S rDNA lokuslarinin
bulundugu kromozom c¢iftinin diger homolog kromozomlara nispeten daha kiiciik oldugu
gozlemlenmistir. Telomere yakin lokalize olmus olan 35S rDNA sinyali ile telomer ile
sentromer arasinda lokalize olmus olan 5S rDNA sinyalinin aynt homolog kromozom ¢ifti
tizerinde lokalize oldugu tespit edilmistir. Telomere yakin lokalize olmus olan 35S rDNA

lokuslarinin diger 35S ve 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik oldugu saptanmistir

IE
1

Sekil 4. 42. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 314160 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.chorossanica aksesyon ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S, yesil
sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 um’dir

86



O. chorossanica tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayisna sahip olan W6 24358
nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiiriin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve

sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram (n) Sekil 4.43' de gosterilmistir.

Sekil 4.43'den goriilecegi tizere O. chorossanica tiiriiniin 2 ¢ift mitotik kromozomu
toplam olarak 4 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 2'si 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin bulundugu lokasyonlari, 2'si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom ¢iftinin sentromer ¢evresinde
lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyalleri ile ¢ift homolog kromozomun sentromer
ile telomer arasinda kalan bolgesinde (sentromere yakin) yer aldigi belirlenmistir. 35S rDNA

lokuslarmin 5S rDNA lokuslarindan ¢ok daha biiyiik oldugu saptanmustir.

O. chorossanica tiirlerine ait 2 farkli aksesyon (PI1314160 ve W624358) morfolojik
olarak farklilik gosterdigi i¢in FISH yontemi ile rDNA lokuslarinin somatik kromozomlar

tizerinde say1 ve lokalizasyonlari tespit edilmistir.

Sekil 4. 43. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast W6 24358 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.chorossanica aksesyon ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlari ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S, yesil
sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olgek 5 pm’dir

O. chorossanica tiiriine ait 2 farkli aksesyonun FISH yontemi ile analizi sonucu

aksesyonlar arasi farkliliklar gézlemlenebilecegi anlagilmistir.
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4.3.21. O. vaginalis (P1325444)

O. vaginalis tiiriinii temsilen 2n = 16 kromozom sayisi ve ortalama 1.23 pg/2C
¢ekirdek DNA icerigine sahip olan PI 325444 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi
tiirlin mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gdsteren idiogram

(n) Sekil 4.44' de gosterilmistir

Sekil 4.44'den goriilecegi tizere O. vaginalis tiirliniin 5 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 10 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 81 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 2'si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 géstermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom ¢iftlerinde birinde telomere
yakin (subtelomerik), diger 3 kromozom giftinde ise telomer ile sentromer arasinda kalan
bolgede (intercalar) lokalize oldugu tespit edilmistir. 5S rDNA sinyalleri 1 ¢ift homolog
kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bolgesinde yer aldigi belirlenmistir.
Telomer ile sentromer arasinda kalan bolgede lokalize olmus olan 35S rDNA sinyalleri ve 5S
rDNA sinyalleri nispeten daha kiigiik kromozom iizerinde lokalize oldugu gozlemlenmistir.
Telomere yakin lokalize olmus olan 35S rDNA lokuslarinin diger 35S ve 5S rDNA
lokuslarindan daha biiyiik oldugu saptanmuistir.

IE
1

Sekil 4.44. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 325444 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.vaginalis aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA
lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi
sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.22. O. ibercia (Pl 219602)

O. iberica tiirlinii temsilen 2n = 16 kromozom sayisi ve ortalama 1.20 pg/2C ¢ekirdek
DNA igerigine sahip olan PI 219602 nolu aksesyon analiz edilmistir. FISH sonrasi tiiriin
mitotik kromozomlarinin goriiniisii ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram (n) Sekil

4.45' de gosterilmistir.

Sekil 4.45'den goriilecegi tizere O. vaginalis tiirliniin 4 ¢ift mitotik kromozomu toplam
olarak 8 adet FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 6'st 35S rDNA (kirmizi)
lokuslarinin  bulundugu lokasyonlari, 2'si ise 5S rDNA (yesil) lokuslarinin bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. 35S rDNA sinyalleri kromozom giftlerinde birinde telomere
yakin ve intercalar bolgede de kalan oldukga biiyiik iken diger 2 kromozom giftinde telomer
ile sentromer arasinda kalan bolgede lokalize oldugu tespit edilmistir 5S rDNA sinyalleri 1
¢ift homolog kromozomun sentromer ile telomer arasinda kalan bdlgesinde (intercalar)
lokalize oldugu belirlenmistir. 5SrDNA lokuslairini tagiyan kromozom ¢iftinin nispeten daha
kiiclik oldugu gozlemlenmistir. Telomere yakin lokalize olmus olan 35S rDNA lokuslarinin

diger 35S ve 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik oldugu saptanmustir.

Sekil 4. 45. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 219602 nolu diploid (2n = 2x =
16) O.iberica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, IDNA lokuslarinin
kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S,
yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir
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4.3.23. Poliploid Tiirler

Calismamizda poliploid tiirleri temsilen Pl 140583 ve Pl 200872 nolu O.viciifolia, Pl
273743 nolu O. arenaria, P1273771 nolu O. transcaucasica, W6 17870 nolu O. inermis, W6
17800 nolu O.cyri, P1 642146 nolu O. petrae, PI 325448 nolu O. altissima, Pl 277377 nolu O.
biebersteinii, Pl 312933 nolu O. hajastana, Pl 516990 nolu O. conferta subsp.argentea ve
P1219930 nolu O.subacaulis aksesyonlari analiz edilmistir. Pl1 219930 nolu O.subacaulis
aksesyonu hari¢ diger tiim poliploid aksesyonlarin mitotik kromozomlarinin FISH sonrasi
goriiniisti Sekil 4.46 ile 50 ve sinyallerin lokalizasyonunu gosteren idiogram (n) Sekil 4.51 de
gosterilmistir. Poiploid tiirlerin diploid tiirlere nazaran ¢ok daha benzer karyotip, sinyal say1

ve desenine sahip olmasi nedenleriyle poliploid tiirler i¢in genel bir idiogram olusturulmustur.

Sekillerden de goriilecegi iizere O. viciifolia, O. arenaria, O.transcaucasica, O.
altissima, O.cyri, O.bibersteinii, O.inermis, O.petrae, O.hajastana ve O. conferta subsp.
argentea tiirlerine ait mitotik kromozomlarin 2 ¢ifti 35S rDNA lokusu tasirken, farkli 4 ¢ift
kromozom 5S rDNA lokusu tasimaktadir. 35S rDNA lokuslar1 kromozomlarin telomere yakin
bolgelerinde bulunurken, 5S rDNA lokuslarindan 2 ¢ifti telomer ile sentromer arasi

(intercalar) bolgede, diger 2 cifti ise telomere yakin bolgede bulunmaktadir.

Sekil 4.46. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 140853, P1 200872 nolu (2n = 4x
= 28) O.viciifolia (soldaki karyotip) ve W6 17800 nolu O. cyri (sagdaki karyotip)
aksesyonlarina ait mitotik kromozomlarin goriinlisii verDNA lokuslarinin kromozomlar
tizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA
bolgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir
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Sekil 4.47. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 Pl 273743 nolu (2n = 4x = 28) O.
arenaria (soldaki karyotip) ve P1 273771 nolu O.transcaucasica (sagdaki karyotip)
aksesyonlarina ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin
kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 35S, yesil sinyaller
5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 um’dir

Sekil 4.48. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 Pl 325448 nolu O. altissima (2n = 4x
= 28) (soldaki karyotip) ve Pl 642146 nolu O. petrae (sagdaki karyotip)
aksesyonlarina ait mitotik kromozomlarin goriiniisiic ve rDNA lokuslarinimn
kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 35S, yesil sinyaller
5S rDNA bélgelerini gostermektedir). Olgek 5 um’dir
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Sekil 4.49. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1t W6 17870 nolu (2n = 4x = 28)
O.inermis (soldaki karyotip) ve Pl 227377 nolu O.biebersteinii (sagdaki karyotip)
aksesyonlarima ait mitotik kromozomlarin goriiniisi ve rDNA lokuslarinin
kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmiz1 sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S
rDNA bolgelerini gostermektedir). Olgek 5 pm’dir

Sekil 4.50. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 312933 nolu (2n = 4x = 28)
O.hajastana ve Pl 516990 nolu O. conferta subsp.argentea aksesyonlarina ait
mitotik kromozomlarin goriintisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar {izerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 35S, yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir). Olgek 5 pm’dir

92



Sekil 4.51. 2n = 28 kromozom sayisina (O. viciifolia, O. arenaria, O.transcaucasica,
O. inermis, O.cyri, O.petrae, O. altissima, O. biebersteinii, O. hajastana ve
O.conferta subsp.argentea) sahip poliploid tiirler i¢in olusturulmus genel
idiogram.

Calismamizda incelenen poliploid tiirlerden O. subacaulis tiirliniin ise diger tim
poliploid tiirlerden farkli olarak daha az sayida rDNA lokusuna sahip oldugu saptanmistir. O.
subacaulis aksesyonunun mitotik kromozomlarinin FISH sonrasi goriiniisic Sekil 4.52 ve
sinyallerin lokalizasyonunu gdsteren idiogram (n) Sekil 4.53 de gosterilmistir. Sekil 4.52 ve
4.53” den goriilecegi tizere O. subacaulis tiirliniin sadece bir ¢ift mitotik kromozomu 35S
rDNA lokusu tasirken, 3 ¢ift kromozomu 5S rDNA lokusu tasimaktadir. Bununla birlikte
rDNA lokuslarinin kromozomlar lizerindeki lokasyonlar1 diger poliploid tiirler ile ayn1 oldugu
gozlenmigtir. Tiriin sahip oldugu 2 35S rDNA lokusu bir ¢ift kromozomun telomerik
bolgelerinde bulunurken, toplam sayist 6 olan 5S rDNA lokuslarinin 2 tanesi bir ¢ift
kromozomun sentromeri ile telomer arasindaki bir bolgede ve geri kalan 4’i ise iki ¢ift

kromozomun nispeten telomere daha yakin bolgelerinde bulundugu tespit edilmistir.

Poliploid tiirlerin tiimiinde 35S rDNA lokuslariin 5S rDNA lokuslarindan daha biiyiik
oldugu saptanmaktadir.
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Sekil 4.52. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 219930 nolu (2n = 4x = 32)
O.subacaulis aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii, rDNA lokuslarinin
kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 ve idiogrami (Kirmizi sinyaller 35S,
yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gdstermektedir). Olgek 5 um’dir

n=16

-==_____________

Sekil 4.53. 5S ve 35S rDNA lokuslarinin O. subacaulis (2n = 32) mitotik kromozomlari
tizerindeki lokasyonlarimni gésteren idiogram

Calismamizda incelenen diploid korunga tiirlerinin rDNA lokus say1 ve desenleri
bakimindan biiyiik bir varyasyon gosterdigi saptanmistir. Diploidlerde 35S rDNA lokusu
sayist 2 ile 8 arasinda degisirken, 5S rDNA lokusu sayisinin 2 ile 4 arasinda degistigi
belirlenmistir. 35S rDNA lokuslarinin ¢ogunlukla kromozomlarin terminal bolgelerine yakin
(subterminal) lokalize oldugu gozlemlenirken, nadirende olsa terminal bdlge ile sentromer
aras1 (interstitial) veya sentromer ¢evresinde de bulunduklari gozlenmistir. 5S rDNA
lokuslarinin genellikle sentromer ile telomer arasinda kalan kromozom bdlgesinde lokalize

oldugu gozlemlenirken nadirende olsa bazi tiirler de kromozomlarin terminal bdlgelerine

yakin yada sentromer ¢evresinde de lokalize oldugu gozlenmistir.
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O. hypargyrea, O. megataphros, O. alba subsp. laconica, O.kachetica ve O.
chorossanica tiirleri hari¢ diger tim tirlerde 5S ve 35S rDNA lokuslarinin farkli
kromozomlar iizerinde lokalize oldugu belirlenmistir. Bu bes tiir i¢in 5S ve 35S rDNA
lokuslarinin ayni homolog kromozom iizerinde lokalize oldugu saptanirken, kalan rDNA

lokuslarmin birbirinden farkli kromozomlar tizerinde lokalize oldugu gozlemlenmistir.

Benzer sckilde rDNA varyasyonu da Oryza, Brassica, Silene, Artemisia ve
Chenopodium gibi bitki gruplarinda da belirlenmistir (Fukui ve ark. 1994, Hasterok ve ark.
2006, Siroky ve ark. 2001, Pellice ve ark. 2013, Kolano ve ark. 2015). Bu bakimdan
calismamizda elde edilmis olan sonuglar ile Onceki ¢alismalarin soruglar1 parelellik

gostermektedir.

Bununla birlikte Glycine ve Setaria gibi bazi bitki gruplarinda rDNA lokuslarinin
oldukg¢a korunmus yapida olduklar1 saptanmistir (Singh ve ark. 2001, Benabdelmouna ve ark.
2001).

Calismamizda 35S rDNA lokuslarinin 5S rDNA lokuslarina nazaran daha fazla
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Benzer durum Brachypodium tiirlerinde de gozlenmistir.
Breda ve ark. (2012) yaptiklart ¢alismalarinda Brachypodium tiirlerinde 35S rDNA
lokuslarinin 5S rDNA lokuslarina gore daha fazla varyasyon gosterdigini saptamislardir.
Bununla beraber diger baz tiirlerde 6rnegin; Chenopodium tiirlerinde 5S rDNA lokuslarinda
35S rDNA lokuslarina kiyasla daha fazla varyasyon oldugu saptanmistir (Kolano ve ark.
2015).

Birgok farkli tiirde rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerinde lokalizasyonuna
bakildiginda 35S rDNA lokuslarinin genellikle subtelomerik, 5S rDNA lokuslarmin ise
intercalar yada sentromer g¢evresinde lokalize oldugu goriilmekle beraber lokalizasyonlarinda
farkliliklar goriilmiistiir. Farkli Silene tiirleri ile gergeklestirilmis arastirmaya bakildiginda
S.vulgaris (Moench) Garcke, S. latifolia Poir., S. pendua L. tiirlerinde 35S rDNA lokuslarinin
subtelomerik bolgelerde lokalize oldugu, 5S rDNA lokuslarmin ise S. vulgaris tiiriinde
intercalar bolgede lokalize olurken S. latifolia Poir., S. pendua tiirlerinde intercalar ve
subtelocentrik bolgede lokalize olduklar1 saptanmistir. Ayrica S. pendula ve S.chalcedonica
(L.) E.H.L.Krause tiirlerinde ayn1 kromozom fizerinde lokalize olduklari, S. pendula tiirii i¢in
subtelosentrik, S.chalcedonica tiirlinde ise intercalar pozisyonda lokalize olduklar
belirtilmistir (Siroky ve ark. 2001). B. pinnatum ve B. sylvaticum tiirlerinde 35S rDNA

lokuslarinin ¢ogunlukla kromozomlarin terminal bolgesinde lokalize oldugu, 5S rDNA
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lokuslarinin ise sentromer ¢evresi veya telomer ile sentromer arasinda kalan bolgede lokalize

oldugu bildirilmistir (Breda ve ark. 2012).

Falistocco (2019), diplod Medicago constricta Durieu (2n =14), M. murex Willd., M.
polymorpha L. (2n =14), M. praecox DC. (2n =14), M. rigidula (L.) All. (2n =14), M.
scutellata (L.) Mill. (2n =30), M. rugosa Desr. (2n =30) tiirlerinde 35S ve 5S rDNA
lokuslarin1 FISH yontemi ile analiz etmislerdir. Gergeklestirilmis analizler sonucunda diploid
tiirlerde ikiser adet 5S ve 35S rDNA lokusu gozlemlenirken 35S rDNA lokuslarinin genellikle
kromozomlarin terminal bolgelerinde, 5S rDNA lokuslarinin ise intercalar pozisyonda
lokalize oldugunu belirtmislerdir. Poliploid Medicago rugosa tiiriinde ikiser adet 5S ve 35S
rDNA lokusu saptanirken, M. scutella tiirlinde dorder adet 5S ve 35S rDNA lokusu
saptanmistir. Poliploid tiirlerde de 45S rDNA lokuslar1 kromozomlarin terminal bolgesinde
(SAT) yer aldig1 ve 5S rDNA sinyallerinin ise proksimal bolgelerde bulundugu belirtilmistir.
Poliploid tiirlerin evrimi ve rDNA lokuslarindaki varyasyon bagdastirilmakla beraber M.
rugosa poliploidinde gergeklesmis olan her iki lokusda da eliminasyon poliploidi sonrasi

diploidizasyondan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Gergeklestirilmis diger bir ¢alismada ise farkli ploidi diizeylerine sahip Fragaria
tirlerinin tDNA lokuslariin sayis1 saptanmigtir. Artan ploidi diizeyine bagli olarak rDNA

lokusu artig, azalma Ve sabit kalma gibi olasiliklarin oldugu belirtilmistir (Davis ve Liu 2011).

Calismamizda rDNA lokusu say1 ve deseni bakimindan tiirler arasi farkliliklarin
belirlenmis olmasinin yani sira O. chorossanica tiiriinde tiir i¢i varyasyonun bulundugu da
belirlenmistir. Gozlemlenmis olan bu farkliligin rDNA lokuslarindaki varyasyondan veya
tiiriin yanlis teshisinden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir. Benzer sekilde Kolano ve
ark. (2015) diploid Chenopodium ficifolium Sm. tiiriine ait aksesyonlarin birisinde 1 lokus 5S
ve 1 lokus 35S rDNA saptamiglarken, diger bir aksesyonda 2 lokus 5S ve 1 lokus 35S rDNA
saptamiglardir.Yine bir diger ¢alismada diploid Brachypodium sylvaticum tiirii
aksesyonlarindan birisinde 2 tane 5S ve 2 tane 35S rDNA lokusu saptanmisken, diger bir
aksesyonda 2 tane 5S, 2-3 tane 35S rDNA lokusu saptanmistir. Ayrica diploid B. pinnatum
tiirti aksesyonlarindan birisinde 2 tane 5S ve 2 tane 35S rDNA lokusu saptanmisken, diger bir
aksesyonda 2 tane 5S, 4-6 tane 35S rDNA lokusu saptanmistir (Breda ve ark. 2012).
Gortildiigii tizere bircok farkli tirde tiir i¢i rDNA lokuslarinin sayisinda varyasyon
gozlemlendigi diger arastirmacilar tarafindan da belirtilmis ve sunulmus olan tez ¢alismasinin

sonuglari ile benzerlik gostermektedir
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Bununla beraber O. hypargyrea, O. gracilis, O. vassilczenkoi ve O. humilis tiirlerinde
saptanmig olan 25S rDNA sinyallerine bakildiginda bir homolog kromozomda gozlemlenmis
olan bu sinyallerin homolog kromozomlardan birisinde normal iken homolog kromozomun
diger esinde daha =zayif oldugu go6zlemlenmistir. Benzer sonuglar yani homolog
kromozomlarin eslerinde lokuslarin biiyiiklik bakimindan farklilik gostermesi bazi
Brachypodium ve Fragaria tiirlerinde de gzlemlenmistir (Breda ve ark. 2012, Davis ve Liu
2011). Yukarida bahsedilmis olan Onobrychis tiirlerinde gbézlemlenmis olan sonuglarin
kromozomlarin oryantasyonu veya bir¢ok adimdan olusmus olan FISH prosediirii sirasinda
gerceklemis  olabilecek teknik  bir problemden de kaynaklanmis olabilecegide

distiniilmektedir.

O. argyrea ve O. kemulariae tiirlerinde materyal eksikliginde dolay1 yeteri kadar FISH

analizi gerceklestirilememistir.

Kromozomlarin yeniden diizenlenmesi (duplikasyon, delesyon), gen doniisiimii, esit
olmayan crossing over, transposable elementlerin transpozisyonu rDNA lokuslarinda
gozlemlenen varyasyonun olusmasinda etkili olabilecek mekanizmalar oldugu birgok
arastirmaci tarafindan agiklanmistir (Thomas ve ark. 2001, Datson ve Murray 2006, Raskina
ve ark. 2008). Bu bahsedilmis olan mekanizlarin Onobrychis tiirlerinde gézlemlenmis rDNA
lokuslarindaki ~ varyasyonun iizerinde etkili olabilecek mekanizmalar olabilecegi

diistiniilmektedir, fakat kesin bir bilgi i¢in detayl1 analizler yapilmasi gerekmektedir.

97



4.4 Molekiiler Filogenetik Analizler

4.4.1. Filogenetik Tliski

nrlTS bolgeleri kullanilarak diploid ve poliploid tirler arasidaki filogenetik iliski
incelenmis ve yapilan analiz sonucu elde edilen filogenetik aga¢ Sekil' 4.54de sunulmustur.
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Sekil 4.54. Diploid ve poliploid Onobrychis tiirleri arasindaki filogenetik iliskin belirlenmesi
amactyla nrITS bolgeleri kullanilarak yapilan analiz sonucu elde edilen filogram
(ML methodu kullanildi). Dis grup Hedysarum candidissimum
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Filogenetik aga¢ 30 farkli diploid ve poliploid aksesyon kullanilarak olusturulmustur.
Kalan diger tiirler iginde DNA izolasyonu, nrITS bolgelerinin ¢ogaltilmas: ve dizi analizi
gerceklestirilmistir. Fakat tiirlerin yliksek diizeyde tanin, fenol gibi bilesenlere sahip olmasi
sonuglarin kalitesini olumsuz yonde etkiledigi i¢in bu tiirlere ait ITS dizileri filogenetik agag
olusturulmasinda kullanilmamistir. Sekil incelendiginde aga¢ iizerinde 3 farkli ana klad

oldugu goriilmektedir.

Klad 1' de yer alan O. gaubae ve O. subacaulis tiirlerinin Sisyrosema altcinsinin

Heliobrychis seksiyonunda yer almaktadir.

Klad 2' de yer alan tiim tiirler (O. grandis, O. hypargyrea, O. ptolemaica, O.
michauxii, O.radiata, O.sintenisii, O.vaginalis, O. chorossanica, O.kachetica, O.
vassilczenkoi) Sisyrosema altcinsinin tiyeleri iken O. grandis tirii hari¢ tim tiirler
Hymenobrychis seksiyonu igerisinde yer almaktadir. Klad 2’ yi olusturan tiirlerden sadece O.

grandis Anthyllium seksiyonuna aittir.

Klad 3' i olusturan tiirlerin (O.iberica, O. crista-galli, O. persica, O. caput-galli, O.
gracilis, O. sternohiza, O. humilis, O. viciifolia, O. altissima, O. cyri, O. inermis, O. supina
O.alba subsp. laconica, O. megataphros, O. transcaucasica, O. arenaria, O. biebersteinii)
timi Onobrychis altcinsinin tiyesi iken O. caput-galli ve O. crista-galli hari¢ tiim tiirler
Onobrychis seksiyonunda yer almaktadir. O. caput-galli ve O. crista-galli tiirleri ise

Lophobrychis seksiyonu igerisinde yer almaktadir.

Caligmamizda nriTS bolgeleri kullanilarak yapilan filogenetik analizlerin sonuglari
degerlendirildiginde elde edilen sonuglarin bir iki kiiglik farklilik dis1 cinsin daha once

yapilmis olan siniflandirilmasin biiyiik 6l¢iide teyit ettigi goriilmektedir

Diger arastirmacilar tarafindan gergeklestirilmis olan ¢alismalarda bazi tiirler
(Chenopodium, bazi Poa tiirleri ) i¢in nrITS bdlgelerinin molekiiler filogeni i¢in oldukga
faydali oldugu belirtilmistir (Kolana ve ark. 2015; Rodionov ve ark. 2017). Bununla beraber
Fabaceae, Orhchidaceae, Brassicaceae ve Apiaceae gibi bir ¢ok farkli familyada da ITS

bdlgelerinin yogun bir sekilde ¢alisildig belirtilmektedir (Poczai ve Hyvonen 2010).
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Diploid ve poliploid tiirler arasi iliskiyi gosteren filogenetik agag iizerine tiirlere ait

temel kromozom sayilar1 eklenmis ve poliploid tiirler 4x seklinde gosterilmistir (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. Diploid ve poliploid Onobrychis tiirleri arasindaki filogenetik iliskiyi (nrITS)
gosteren aga¢ {lizerinde tiirlere ait temel kromozom sayilarinin ve ploidi
diizeylerinin belirtilmesi. Poliploidler 4X seklinde gosterilmistir
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Poliploid tiirlerin O. subacaulis hari¢ 3. kladda yer aldigi, O. subacaulis tiiriiniin ise
l.kladda yer aldig1 saptanmistir. Diploid tiirlerin 3 farkli klad iizerinde bulundugu
gozlemlenmis ve 2 farkli temel kromozom sayisina sahip diploid tiirlerde filogenetik agac
tizerinde her hangi bir ayrim saptanmamistir. Tirlerin temel kromozom sayisi ile filogenetik
agaglar1 arasinda her hangi bir korelasyon belirlenememistir. Bundan dolayr Onobrychis

cinsinin oldukg¢a kompleks bir genom yapisina sahip oldugu diistiniilmektedir.
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4.4.2. Temel Kromozom Sayisinin Evrimi

Calismamizda nrITS dizileri kullanilarak elde edilmis olan filogenetik aga¢ iizerinde
tiirlere ait temel kromozom sayilar1 kullanilarak diploid ve poliploidlerde temel kromozom

sayisinin evrimi incelenmistir.
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Sekil 4.56. Diploid ve poliploid Onobrychis tiirlerinin temel kromozom sayilarinin filogenetik
filogram kullanilarak MP yontemi ile analizi. Mavi ok poliploidizasyonu
gostermektedir. Siyah kiireler x=8, beyaz kiireler x =7 gostermektedir
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Calismamizda yapmis oldugumuz maximum parsinomy analizlerine gore (Sekil 4.56.)
Onobrychis cinsinde ansestor temel kromozom sayisinin X = 8 oldugu saptanmistir. Temel
kromozom sayisinin 1. kladda degismeden x = 8 olarak kalirken, 2. kladda temel kromozom
sayisinda 8'den 7'ye azalma ve 7'den 8'e artma, 3. kladda ise baz tiirler igin X = 7 ve diger
tirlerde 8'den 7'ye azalma oldugu saptanmistir. Filogenetik aga¢ tizerinde 3 farkli bolgede
poliploidizasyon (mavi ok ile gosterilmektedir) saptanmistir. Elde edilmis olan sonuglar
Mesquite programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayn1 analizler maximum likelihood ile de
gerceklestirildiginde evrimsel siiregte gergeklesebilecek senaryolar (tiirlesme, kromozomal
diizenlenmeler vb) agisindan ufak degisiklikler olmakla beraber benzer sonuglar elde edilmis
ve ekler bolimiinde (Ek 5) paylagilmistir. Ayni analizler ChromEvol. programinda da
gerceklestirillmis ve benzer sonuglar elde edilmistir. ChromEvol. sonrasi elde edilmis olan

veriler ekler boliimiinde (Ek 6 ) gdsterilmistir.

Birgok bitki cinsinde evrimsel siire¢ i¢erisinde kromozom sayisinda artig ve azalmalar
degisik arastirmacilar tarafindan saptanmistir. Kromozom sayisinin degismesinde etkili olan
en 6nemli mekanizmalardan birisinin poliploidi (kapali tohumlu bitkilerin yaklagik %70'inde
gerceklesmis) oldugu bilinmektedir. Dysploidi (temel kromozom sayisinda artig ve azalmalar)
ve aneuploidi (bir veya birkag kromozomun kaybolmasi) kromozom sayisinin degismesinde
etkili olan diger mekanizmalardandir. Bununla beraber mixoploidi ve B kromozomlarinin
kromozom sayisinda varvasyona sebep oldugu belirtilmistir. Kromozom sayisinda meydana
gelen bu degisimler genom boyutunda etkili olmakla beraber, genom boyutu, kromozom
sayisinin degisimi, filogenetik analizler ile morfoloji ve ekolojik ozelliklerin birlikte
degerlendirilmesi evrimsel siireglerin anlagilmasinda ¢ok etkili oldugu belirtilmistir (Valles
ve ark. 2012).

Turpgiller (Brassicaceae) familyasinda kromozom sayisinin n = 2'den n = 120'e kadar
degistigi belirtmektedir. Arabidopsis cinsi igerisinde temel kromozom sayisinin x= 5,6,7, ve
8 olarak varyasyon gosterdigi (A. thaliana (L.) Heynh.n = 5; A. lyrata n = 7,8) ayrica
Medicago tiirlerinde de x = 8'den x = 7'e temel kromozom sayisindan azalma (dysploidy)
oldugu ve bu sebeple '2n =14 kromozom sayisina sahip tiirlerin 2n = 16 kromozom sayisina
sahip progenitérden geldigi belirtilmistir (Lysak ve ark.,2006, Falistocco 2019). M. lesinsii
ve M. murex Willd tiirlerinde pakiten kromozomlariin karsilagtirmali analizleri sonucunda
M.lesinsi tiiriinde (2n = 16), translokasyon ile biiyiik bir kromozom olusmasi ve sentromerin
kayb1 sonucunda 2n =14 kromozom sayisina sahip M.murex tiiredigi belirtilmistir (Lesins ve

ark. 1970, Falistocco 2019). Lysak ve Schubert 2013, Roberstonian translokasyonunun
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azalan (descending) dysploidinin yani kromozom sayisinda azalmanin ger¢eklesmesinde etkili
olabilecek mekanizmalardan biri oldugunu belirtmislerdir. Bununla beraber genomik datalar
cercevesinde, nested kromozom flizyonunun ¢im tiilerinde descending dysploidinin
gerceklesmesinde One ¢ikan mekanizmalardan biri olabilecegi 6nerilmistir (Luo ve ark.,
2009, Murat ve ark. 2010). Diger arastirmacilar tarafindan gergeklestirilmis olan ¢alismalarda
Artemisia tiirlerinde azalan dsyploidy gerceklestigi temel kromozom sayisinin ¢ogunlukla x =
7 oldugu, fakat sentrik veya Roberstonian fiizyonu sonrasi kromozom sayisinin 2n = 18'den

2n = 16'ya degistigi, yani temel kromozom sayisinin X = 9'dan X = 8'e azaldig1 belirtilmistir
(Xirau ve Siljak Yakovlev 1997).

Bazi Allium ( x =7 - 9) tiirlerinde artan (ascending) dysploidi kaynakli kromozom
sayisinda artma olabilecegi belirtilmistir (Levan ve ark. 1932). Lysak ve Schubert (2013),
sentrik flizyonunun artan dysploidinin olusmasinda etkili olabilecegini belirtmisler ve

bitkilerde de rastlandigini agiklamislardir.

Insersiyon, delesyon, duplikasyon gibi kromozomal yap1 degisikliklerinin kromozom
boyutu ve morfolojisini etkileyerek karyotipik degisimlere sebep oldugu diisiiniiliirken,
sentrik flizyon ve farkli tipte translokasyonlarin kromozom sayisinda artma ve azalmalara
sebep oldugu bilinmektedir (Lysak ve Schubert 2013). Bu calismada azalan ve artan
dysploidinin Onobrcyhis cinsinde temel kromozom sayisinin degismesinde etkili olabilecek

mekanizmalar oldugu diisiiniilmektedir.
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4.4.3. Cekirdek DNA icerigindeki varyasyon

nrITS dizileri kullanilarak elde edilmis olan filogenetik aga¢ lizerinde Onobrcyhis
tirlerine ait elde edilmis 1Cx ¢ekirdek DNA igerikleri haritalanarak diploid ve poliploid
tirlerde ¢ekirdek DNA igerigindeki degisimi incelenmistir.
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:,‘ Onobrychis iberica
’ Onobrychis crista-galli
._” Onobrychis persica
= Onobrychis caput-galli
Onobrychis gracilis
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[10.611t0 0.65 QD onobrychis arenaria
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0.69t0 0.73 ( ) onobrychis viciifolia1
ENo0.73t00.77

. Onobrychis biebersteinii

Sekil 4.57. Diploid ve poliploid Onobrychis tiirlerine ait 1Cx ¢ekirdek DNA igeriklerinin
filogenetik filogram kullanilarak MP methodu ile analizi
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Cekirdek DNA igeriklerinin analizi continious karakter (6rnegin; 1,21, 5,68 vb.
devam eden datalar) ve parsinomy methodu kullanilarak Mesquite programinda

gergeklestirildi.

Continious karakter kullanildig1 i¢in filogenetik agac iizerinde gosterilen g¢ekirdek
DNA igerikleri her tiir i¢in belli bir aralik icerisinde yaklagik olarak belirtilmistir. Analizlerde
kullanilmis olan Onorbychis tiirleri diploid ve poliploid tiirlerden olustugu i¢in daha hassas

sonuclar elde edilebilmesi agisindan 1Cx ¢ekirdek DNA igerikleri kullanilmistir.

Ayni ve farkli klad igerisinde yer alan diploid tiirlerin ¢ekirdek DNA igeriklerinde artig
ve azaliglar oldugu saptanmistir. Tiirler arasinda her hangi bir gruplasma olmadigi, her tiirlin
birbirinden bagimsiz ve gruplasma olmadan ¢ekirdek DNA igerigine sahip oldugu

saptanmistir.

Elde edilmis olan filogenetik aga¢ ile ¢cekirdek DNA igerikleri arasinda her hangi bir

korelasyon saptanmamistir.
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4.4.4. 5S rDNA lokuslarindaki varyasyon

nrlTS dizileri kullanilarak elde edilmis olan filogenetik agac iizerinde diploid tiirlere
ait 5S rDNA lokuslarinin sayisi haritalarak rDNA lokuslarinin evrimi incelenmistir (Sekil
4.58). Mavi isaretler 1, yesil isaretler 2 ¢ift homolog lokusu temsil etmektedir. Ik kladdaki
tiirler cogunlukla 1 ¢ift homolog 5S rDNA lokusuna sahipken, ikinci kladda yer alan tiirler
cogunlukla 2 ¢ift homolog 5S rDNA lokusuna sahip oldugu saptanmaistir.
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. Onobrychis grandis

‘ Onobrychis hypargyrea
‘ Onobrychis ptolemaica
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@) -
. ) Onobrychis kachetica
. Onobrychis iberica
Onobrychis crista galli
Onobrychis persica
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Onobrychis supina
?‘ Onobrychis megataphros
? ) Onobrychis alba subsp. laconica
Onobrychis gracilis
=1 .
2 ¢ ) Onobrychis stenorhiza
Il 3
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) Onobrychis humulis

Sekil 4.58. Diploid Onobrychis tiirlerinde 5S rDNA homolog lokus sayilarmin filogram
kullanilarak MP methodu ile analizi
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nrlTS dizileri kullanilarak elde edilmis olan filogenetik agag¢ tizerinde diploid ve

poliploid tiirlere ait 5S rDNA lokuslar1 haritalanarak rDNA lokuslarindaki degisim

incelenmistir (Sekil 4.59.). Ayrica 1 ¢ift homolog 5S rDNA lokusunun tiim tiirler i¢in ansestor

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.59. Diploid ve poliploid Onobrychis tiirlerinde 5S rDNA homolog lokus sayilarininn
filogram kullanilarak MP methodu ile analizi. Mavi oklar poliploidizasyonu gosterir.
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4.4.5. 35S rDNA lokuslarindaki varyasyon

nrlTS dizileri kullanilarak elde edilmis olan filogenetik agac iizerinde diploid tiirlere
ait 35S rDNA lokuslariin sayisi haritalarak rDNA lokuslarimin evrimi incelenmistir (Sekil
4.60). Mavi isaretler 1, yesil isaretler 2, siyah isaretler 3 ve beyaz isaretler 4 c¢ift homolog
lokusu temsil etmektedir. 35S rDNA lokuslarinda diploid tiirler aras1 artma ve azalmalari
kapsayan biiyiik bir varyasyon gozlemlenmistir. Filogenetik agac ile rDNA lokuslar1 arasinda

her hangi bir korelasyon saptanmamastir.
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Sekil 4.60. Diploid Onobrychis tiirlerinde 35S rDNA homolog lokus sayilarinin filogenetik
filogram kullanilarak MP methodu ile analizi
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nrlTS dizileri kullanilarak elde edilmis olan filogenetik aga¢ iizerinde diploid ve
poliplodi tiirlere ait 35S rDNA lokuslarinin sayisi haritalarak rDNA lokuslarindaki degisim
incelenmistir (Sekil 4.61). Mavi isaretler 1, yesil isaretler 2, siyah isaretler 3 ve beyaz isaretler

4 c¢ift homolog lokusu temsil etmektedir.
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Sekil 4.61. Diploid ve poliploid Onobrychis tiirlerinde 35S rDNA homolog lokus sayilarinin
filogenetik filogram kullanilarak MP ile analizi
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35S rDNA lokuslarinda diploid tiirler arasinda biiyiik bir varyasyon saptanmaistir. O.
subacaulis tirii hari¢ diger tim poliploidlerin ayni kladda yer aldigi ve benzer rDNA
desenleri sergiledigi ve O. subacaulis tiiriinde 35S rDNA lokusunda diger poliploid tiirlere
nazaran eliminasyon oldugu saptanmistir. Filogenetik aga¢ ile rDNA lokuslar1 arasinda her

hangi bir korelasyon saptanmamustir.

5S ve 35S rDNA lokuslart i¢gin MP (maximum parsinomy) methodu kullanilarak
gerceklestirilmis  analizler ML  (maksimum likelihood) methodu da kullanilarak
gerceklestirilmistir. 2 farkli yontem kullanilarak gerceklestirilmis olan analizlerden benzer

sonuglar alinmisg Ve elde edilmis olan veriler ekler (EK 1-4) boliimiinde paylagilmistir.

Elde edilmis filogenetik agaglar ile 5S ve 35S rDNA lokuslarinin sayisi arasinda her

hangi bir korelasyon saptanmamustir.

Silene tiirlerinde rDNA lokuslarinin sayist ve ¢ekirdek DNA igerigi arasindaki iliski
analiz edilmistir. En fazla 35 ve 5S rDNA lokusuna sahip olan S. pendula tiiriiniin en diisiik
cekirdek DNA igerigine sahip oldugu, en az 35S rDNA lokusuna sahip olan S. chalcedonica
tirtiniin ise en biiyiikk c¢ekirdek DNA igerigine sahip oldugu saptanmistir. Tiirlerde
gozlemlenmis olan rDNA lokuslarinin say1 ve lokalizasyonundaki varvasyon ile g¢ekirdek
DNA igerikleri arasinda her hangi bir korelasyon saptanmamustir (Siroky ve ark. 2001).
Bununla beraber Chenopodium tiirlerinde gergeklestirilmis olan ¢alismada tiirlerde saptanmis
olan rDNA lokuslariin sayist ile ¢ekirdek DNA igerikleri arasinda her hangi bir korelasyon
saptanmamistir (Kolano ve ark. 2015). Benzer sonuglar Onobrychis tirleri igin de

gozlemlenmistir.
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4.5. DOT Blot Analizi

Dot blot yontemi ile 20 farklit Onobrychis tiiriine ait genomik DNA larin membrana
transferi ve prob olarak kullanilmigs olan O. viciifolia tiiriine ait genomik DNA ile
hibridizasyonu saglanmistir. O. vaginalis, O. kachetica, O.supina ve O.pallasi olmak iizere 4
farkli diploid Onobrychis tiirii ile poliploid O. viciifolia tiiri arasinda hibridizasyon
saglanmistir. Dot blot analizi sonrasi elde edilmis olan membranlar Sekil 4.62' de

sunulmustur.

%

0. kachetica | "
[0. pallasi |. - ! & -

Sekil 4.62. DOT blot analizi sonrast membranlarin goriintiisii

Robledo ve Seijo (2008), baklagiller familyasindan olan Arachis tiirlerinin genellikle
A ve B genomundan olustugu ve D genomunun Arachis glandulifera Stalker tiiriine spesifik
oldugunu belirtmislerdir. Arachis glandulifera tiirii i¢in kromozomal markir gelistirebilmek
amaci ile 5S ve 45S rDNA problar ile FISH ve C- bant yontemi kullanmiglardir. Yabani
Arachis tiirleri DOT blot yontemi ile membrana transfer edilmis ve prob olarak hazirlanmis
olan Arachis glandulifera tiirii ile hibridizasyonu saglanarak yabani tiirlerden Arachis
glandulifera tiirii genomuna yakin olanlar1 saptamaya g¢alismiglardir. Sonu¢ olarak D
genomunun A ve B genomu arasinda oldugu her iki genoma da benzerlik gdsterdigini
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belirtmislerdir. Sunulmus olan tez calismasinda da yabani tiirler DOT blot yontemi ile
membrana transfer edilip, prob olarak hazirlanmis olan kiiltiirii yapilan tiir olan O. viciifolia
tirti ile hibridize edilmistir. Boylelikle kiiltiirii yapilan tiiriin genomu ile benzerlik gésteren
diploid tiirler saptanmaya ¢alisilmistir. Bu amagla DOT blot teknigi basarili bir sekilde

kullanilmastir.
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4.6. GISH Analizi Sonuc¢larn

Olas1 progenitdr tiirlere ait genomik DNAlar ve kiiltiiri yapilan tiire (O. viciifolia) ait
somatik kromozom preperatlari kullanilarak gergeklestirilmis GISH teknigi sonrasi elde

edilmis mikroskop goriintiileri Sekil 4.63-4.71°de gosterilmistir.

Sekil 4.63. GISH yontemi ile O. pallasi genomik DNA' smmin O. pallasi kromozomlari
tizerinde hibridizasyonunu gosteren karyotip

Sekil 4.64. GISH yontemi ile O. pallasi genomik DNA' sinin O. viciifolia kromozomlari
tizerinde hibridizasyonu gosteren karyotip (sol image DAPI ve FITC, sag image
sadece FITC goriintiisii)
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Sekil 4.65. GISH yontemi ile O. hypargyrea genomik DNA' smmn O. hypargyrea
kromozomlar1 tizerinde hibridizasyonunu gosteren karyotip

Sekil 4.66. GISH yontemi ile O. hypargyrea genomik DNA' sinin O. viciifolia kromozomlari
iizerinde hibridizasyonu (sol image DAPI ve FITC, sag image sadece FITC
goriintlisii)
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Sekil 57' de kullanilmis olan ayni
preperat kullanilarak 25S rDNA
probu ile FISH analizi
gerceklestirilmis  ve goriilen
belirgin sinyallerin 35S rDNA
lokuslart oldugu ispatlanmistir.

Sekil 4.67. FISH yontemi ile O. viciifolia kromozomlari {izerinde 25S rDNA problarinin
lokalizasyonunu gosteren karyotip

Sekil 4.68. GISH yontemi ile O. gracilis genomik DNA' sinin O. gracilis kromozomlari
tizerinde hibridizasyonunu gosteren karyotip
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Sekil 4.69. GISH yontemi ile O. gracilis genomik DNA' sinin O. viciifolia kromozomlari
tizerinde hibridizasyonu (sol image DAPI ve FITC, sag image sadece FITC goriintiisii)

GISH analizi gergeklestirilmis O. pallasi, O. hypargyrea, O. gracilis olmak iizere 3
farkli tiirtin kontrol gruplarinda (tiiriin kendi DNA'smin kendi kromozomlar1 iizerine
hibridizasyonu) basarili hibridizasyon saglanmis olmasina ragmen, diploid tiirlerin
DNA'larinin poliploid tiiriin kromozomlarina hibridizasyonunda ¢ok zayif sinyaller ve
belirgin olan rDNA sinyalleri saptanmistir. G6zlemlenmis olan sinyallerin transpozonlar,
satelitler ve rDNA gibi tekrarli DNA bdlgeleri oldugu diisiiniilmektedir. Kii¢iik genoma sahip
tirlerde 6rnegin A. thaliana tiiriinde tekrarli DNA bolgelerinin genellikle heterokromatik
perisentrometik bolgelerde lokalize oldugu, protein kodlayan gen bolgelerinin ise 6kromatik
bolgelerde lokalize oldugu diger arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (She ve ark. 2007).
Onobrcyhis tiirleri de kiigiik genom boyutuna sahip oldugu i¢in ve mevcut sinyaller
incelendiginde genellikle perisentromerik bolgelerde lokalize oldugu saptanmistir. Bu tiirler
ile ilgili oldukga zayif sinyaller elde edildigi i¢in su asamada progenitor olma veya olmama
ihtimalleri ile ilgili her hangi kesin bir yorum yapilamamaktadir. Bununla beraber O. supina
ve O. megataphros tiirlerinin GISH yontemi ile analizi gerceklestirilmis fakat diploid tiirlerin
poliploid tiirtin kromozomlar1 {izerine hibridizasyonunda yeterli sonug¢ elde edilemedigi i¢in
paylasilmamistir. O. megataphros, O. alba susbp. laconica ve O. supina (O. supina ayrica
dot blot analizi sonrasinda da hibridize olmustur) filogenetik agag {izerinde poliploid tiirlere
yakin olduklart i¢in ve O. pallasi ile O. kachetica tiirleri de DOT Blot analizi sonrasi
poliploid prob ile hibridizasyon sagladigi i¢in GISH analizlerinde kullanilmak {iizere

secilmislerdir.
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Sekil 4.70. GISH yontemi ile O. kachetica genomik DNA' sinin O. kachetica kromozomlari
tizerinde hibridizasyonunu gosteren karyotip

Sekil 4.71. GISH yontemi ile O.kachetica genomik DNA' sinin O. viciifolia kromozomlari
iizerinde hibridizasyonu ( sol image DAPI ve FITC, sag image sadece FITC
goriintiisii)

O. kachetica diploid tiiriine ait genomik DNA'nin O. kachetica kromozomlari iizerine
hibridizasyonu Sekil.4.70" de sunulmustur. O. kachetica tiiriiniin poliploid O. viciifolia
tirlinlin yaklagik tim kromozomlar: iizerine hibridize oldugu saptanmistir (Sekil 4.71). Bu
asamada diisiiniilebilecek 3 olasilik olabilecegi goriilmektedir. ilk olasilik O. viciifolia tiirii
autopoliploid olabilir ve bdoylelikle O. kachetica tek progenitor tiir olarak disiintilebilir.
Ikinci olasilik ise O. viciifolia tiirii allopoliploid olarak diisiiniilebilir ve 2 farkli diploid tiiriin
O. viciifolia tiirtine genom olarak ¢ok benzer oldugu ve GISH teknigi ile her bir tiiriin O.

viciifolia’ nin tim kromozomlar1 tizerinde hibridize oldugu distiniilebilir. Bdylelikle
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progenitor tiirlerden birinin O. kachetica oldugu diisiiniilebilir ve 2. aday progenitor tiir i¢in
analizler gergeklestirilmeye devam edilir. Ugiincii olasilik ise progenitdr tiirlerden bir
tanesinin retrotrasposon veya satellit dizileri (tekrarli DNA dizileri) diger progenitoriin
dizileri lizerinde dominant olmasi diisiiniilebilir. Fakat kesin bir bilgi paylasilabilmesi i¢in

tekrarli ve detayli analizler gerekmektedir.

GISH teknigi dikkatli bir sekilde optimize edilmesi ve oldukg¢a yiiksek kalitede
genomik DNA elde edilmesi gereken bir yontemdir. Ayrica hibridizasyonun ve baglayici
yikamanin oldukca 6nemli oldugu diger arastirmacilar tarafindan da agiklanmistir (Hasterok
ve ark. 2005). Onobrychis cinsinde ilk defa gergeklestirilmis olan GISH teknigi ile kiiltiirii
yapilan tiir olan O. viciifolia progenitorleri hakkinda 6nemli bilgiler elde edinilmesini

saglamistir. Benzer ¢aligmalar asagida agiklanmaktadir.

Matyasek ve ark. (2003) allotetraploid bir tiir olan Nicotiana rustica (2n = 4x = 28)
tirtinii GISH teknigi kullanilarak incemisler ve N. paniculata (2n = 2x = 14) ile N. undulata
(2n = 2x = 14) tiirlerinin allotetraploid tiiriin progenitorleri oldugunu basarili bir sekilde

saptamislardir.

Seijo ve ark. (2007) dogal allotetraploid Arachis hypogaea L. (2n = 40) tiiriinde GISH
teknigi ile A ve B genomuna sahip 7 farkli yabani diploid tiirde denemeler gergeklestirerek
progenitorleri saptamaya ¢alismislardir. Giiglii ve benzer hibridizasyon gosterdikleri igin A.
duranensis (A genomu) ve A. ipaensis (B genomu) diploid tiirleri en basarili progenitor

adaylar1 olarak saptanmistir.

Hasterok ve ark. (2005) Brassicaceae (turpgiller) cinsine ait allotetraploid tiirlerde
(Brassica carinata, Brassica juncea, Brassica napus) atasal genomu tespit etmek amaci ile
GISH analizleri gerceklestirmiglerdir. GISH sonuglarina gore; genomik DNA problar ile
B.juncea ve B. carinata tiirlerinin orjinlendigi genomlarla ilgili a¢ik bir sonug¢ alinabilir iken,

B. napus i¢in kismi basar1 saglayabildiklerini belirtmislerdir.
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5.SONUC VE ONERILER

Molekiiler sitogenetik yontemler kullanilarak bazi  yabani ve kiiltiirii yapilan
Onobrychis tiirlerinin genom yapisi hakkinda yeni ve bilgilerin elde edilmesinin amaglandigi
bu calismada tiirler arasi filogenetik iliski i¢in nrITS bolgesi, ¢ekirdek DNA igeriginin
belirlenmesi i¢in flow sitometri yontemi, rDNA lokuslarinin analizi i¢in FISH yontemi ve
cinsin en bilindik tiirii olan O. viciifolia' nin progenitér veya progenitdrleri hakkinda bilgi

edinebilmek i¢in GISH yontemi kullanilmistir.

Onobrychis cinsinin x = 7 ve x = 8 olmak 2 farkli temel kromozom sayisina sahip
oldugu ve ansestor temel kromozom sayisinin X = 8 kromozom oldugu belirlenmistir. Diploid
tirler X = 7 ve x = 8 olmak iizere iki farkli temel kromozom sayisina sahip iken, poliploid
tirlerin O. subacaulis hari¢ ¢ogunlukla X =7 temel kromozm sayisina sahip oldugu

belirlenmistir.

O. pallasi ( 2n =14), O. stenorhiza (2n = 14) ve O. vaginalis (2n = 16) tiirlerinin

kromozom sayilari ile ilgili bilgi ilk defa bu tez ¢alismasinda elde edilmistir.

Diploid tiirler arasinda g¢ekirdek DNA igerigi yaklasik 2 kata varan bir varvasyon
gosterirken, poliploid tiirlerde daha diisiik bir varyasyon oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
diploid tiirlerin genom boyutlarinin evriminin poliploid tiirlere gére daha dinamik olduguna
isaret etmektedir. Genom boyutu ve filogenetik aga¢ ile her hangi bir korelasyon

saptanmamistir.

Onobrychis tiirleri nrITS bolgeleri kullanilarak incelenmis ve nrITS bolgelerinin alt
cins ve seksiyon bazinda tiirlerin ayriminda 6nemli derecede faydali olabilecegi gortilmiistiir.
Diploid Onobrychis tiirlerinde 5S ve 35S rDNA lokuslarinin kromozomlar {iizerinde
lokalizasyon ve sayis1 bakiminda 6nemli derecede varyasyon oldugu saptanmistir. 35S rDNA
lokuslarinda varyasyonun daha fazla oldugu belirlenmistir. Poliploid tiirlerde ise 2n = 28
kromozom sayisina sahip tlirlerde benzer sonuglar gozlemlenirken, 2n =32 kromozom
sayisina sahip O. subacaulis tiiriinde 2 farkli rDNA lokusu iginde eliminasyon
gozlemlenmistir. Filogenetik aga¢ ile rDNA lokuslar1 arasinda herhangi bir korelasyon
saptanmamustir. Cekirdek DNA icerikleri ile rDNA lokuslar1 arasinda bir korelasyon olmadigi

belirlenmistir.
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GISH teknigi ile elde edilen sonuglardan 6zellikle O.kachetica tiirii ile poliploid kiiltiir
tirti O. viciifolia arasinda benzerlik oldugu saptanmistir. O. kachetica tiiriiniin progenitor
olma ihtimali oldugu goriilmek ile beraber kesin bir bilginin paylasilabilmesi i¢in ¢alismanin

daha detayl gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Molekiiler sitogenetik yontemler (FISH ve GISH) kullanilarak Onobrychis
genomlarmin incelenmesi ve filogenetik baglamda degerlendirilmesi ilk defa bu tez

calismasinda gergeklestirilmistir.

Onobrychis cinsinin yaklasik 170 tiirden olustugu diger arastirmacilar tarafindan daha
once belirtilmistir. Onobrychis tiirleri iizerinde bu giine kadar yapilmis olan sitolojik
calismalar kromozom saymmi ve klasik yontemler ile yapilmis olan bir ka¢ karyotip
analizinden ibarettir. Ancak, Onobrychis kromozomlarinin olduk¢a kiigiik ve morfolojik
olarak benzer olmasi nedenleriyle sadece morfolojilerine gore teshis edilmeleri imkansizdir.
Bundan dolay1 klasik yontemler ile elde edilmis olan bu karyotipler Onobrychis genomlarinin
yapisi ve aralarindaki iligkilerin belirlenmesinde ¢ok sinirli bir kullanim potansiyeline
sahiptir. Bu nedenle genom sipesifik 6zel markorlere gereksinim bulunmaktadir. Caligma
kapsaminda yeni sitogenetik yontemler kullanarak Onobrychis genom ve kromozomlari
hakkinda elde edilmis olan yeni bilgiler, cinsin genetigi ve genomiginin ¢ok daha detayli bir
sekilde incelenmis olan diger tiirler (6zellikle model baklagil tiirleri) ile iliskilendirilmesi,
cinsin igerisinde yer alan genomlarin orijinleri ve iligkilerinin belirlenmesi, evrimlerinin
incelenmesi ve cins igerisinde mevcut olan genetik c¢esitliligin daha iistiin tarimsal 6zelliklere

sahip yeni cesitlerin gelistirilmesinde kullanimi agisindan son derece 6nemlidir.

Calisma kapsaminda elde edilen yeni bilgiler Onobrychis genetik ve islahgilart igin yararl

olacaktir.
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EK 1. Diploid Onobrychis tiirlerinde 5S rDNA homolog lokus sayilarmin filogenetik
filogram kullanilarak ML methodu ile analizi
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EK 3 Diploid Onobrychis tiirlerinde 35S rDNA homolog lokus sayilarmin filogenetik
filogram kullanilarak ML methodu ile analizi
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EK 6 ChromEvol. programi kullanilarak diplod ve poliploid Onobrychis tiirlerinin temel
kromozom sayilar1 evriminin gosterilmesi
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