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OZET

Doktora Tezi

Floresan In Situ Hibridizasyon Yd&ntemi ile Dactylis Taksonlarinin Ribozomal DNA
Bolgelerinin Karsilagtirilmasi
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Danigsman: Prof. Dr. Metin TUNA

Cok yillik bugdaygil yem bitkilerini olusturan tiirlerin birgoguna ait poliploidi ve genom
yapilar ile ilgili temel bilgiler eksik veya mevcut degildir. Bu tiirler iizerinde yapilacak olan 1slah
caligmalarinda dogru stratejilerin belirlenebilmesi ve uygulanabilmesi i¢in bu temel bilgilerin
bilinmesi sarttir. Dactylis L. gibi farkli poliploidi seviyelerine sahip ¢ok sayida ekotip iceren
allogamik cinslerde, diger bir sorunda kromozomlarin morfolojik olarak benzer ve kiigiik olmalari
sebebiyle, tanimlanmalarinin ve eslestimelerinin zor olmasidir. Bu ylizden Dactylis Uzerinde bu giine
kadar klasik sitogenetik yontemler ile yapilmis olan karyotip analizleri, Dactylis taksonlarina ait
genomlarin analizi ve aralarindaki iliskilerin saptanmasinda beklenen faydayr tam anlamiyla
saglamamustir.

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi, sitogenetigin gelismis tekniklerinden birisi olup,
kromozomlar tizerindeki spesifik DNA dizilerinin fiziksel lokasyonlarini belirlemek igin oldukca
kullanigh ve yeni bir yontemdir.

Bu tez caligmasinin amaci, prob olarak yaygin sekilde kullanilan 5S ve 25S rDNA dizilerini
ilk defa Dactylis icin kullanarak, Dactylis genom ve organizasyonu hakkinda yeni bilgiler saglamaktir.
FISH teknigi kullanilarak taksonlarin sahip olduklari rDNA bdlgelerinin say1 ve mitotik kromozomlar
tizerindeki dagilimlar1 belirlenmeye ¢alisilmis, bu bulgular ile Dactylis genomlarinin analizi ve
iliskilerinin  incelenmesinde yararli olabilecek hassasiyette karyotiplerin elde-edilebilmesi,
kromozomlarin teshisi ve homologlari ile eslestirilebilmeleri amaglanmustir.

Calismada, IPK (Gaterslaben, Almanya), IBER (Aberystwyth, Ingiltere), Western Regional
Plant Introduction Station (Pulmann, Washington, ABD) gibi arastirma enstitiilerinin gen
bankalarindan temin edilmis olan, 2 y1l boyunca sitolojik incelemeler igin uygun kalite ve miktarda
kok ucu elde edilebilen 9 diploid ve 31 tetrapoliploid aksesyon kullanilmistir.

FISH sonug¢larina gore diploid Dactylis aksesyonlarinin toplamda, 8 ve 10 adet rDNA
sinyaline sahip olduklar: belirlenmistir. Diploid aksesyonlarin 25S rDNA sinyallerinin sayisi 4 ve 6,
5S rDNA sinyallerinin sayis1 ise 2 ve 4 olarak belirlenmistir. Tetrapoliploid Dactylis aksesyonlarinda,
toplam rDNA sinyal sayisi, 12 ve 18 arasinda degismistir.Tetrapoliploid aksesyonlarda 25S rDNA
sinyal sayis1 8 ve 14, 5S rDNA sinyal sayisi ise 4 ve 6 arasinda belirlenmistir. Ek olarak ¢aligmada iki
adet triploid taksonun ise sirasiyla toplamda 9 ve 11 adet rDNA sinyaline sahip olduklari
saptanmustir. 5S ve 25S rDNA sinyal ozelliklerine gdére Dactylis cinsinde intraspesifitenin yiksek
oldugu, poliploidizasyon olaymin gergeklestigi, otopoliploidizasyon ve segmental otopoliploidzasyon
olgularindan bahs edilebilecegi anlasilmistir.

Anahtar kelimeler: Dactylis, FISH, rDNA, Genom analizi, Karyotip, Poliploidi
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The basic knowledge of polyploidy and genome structures belonging to many species of
perennial forage grasses is incomplete or absent. In order to determine and apply appropriate strategies
in these breeding activities, it is necessary to know these basic information. In allogamic genera which
contain a large number of ecotypes with different levels of polyploidy, such as Dactylis L., another
problem is that their chromosome are morphologically similar and small, making it difficult to identify
and correctly matched to their homologues. Therefore, the karyotype analyzes performed on Dactylis
by classical cytogenetic methods to date have not provided the expected benefits in analyzing the
genomes of Dactylis taxa and determining the relationships between them.

Fluorescent in situ hybridization (FISH) technique is one of the advanced techniques of
cytogenetics and is a very useful and novel method for determining the physical locations of specific
DNA sequences on chromosomes.

The aim of this thesis is to provide new information about Dactylis genome and its
organization by using 5S and 25S rDNA sequences commonly used as probes for Dactylis for the first
time. By using FISH technique, the distribution of rDNA regions, number on mitotic chromosomes of
taxa was tried to be determined and it was aimed to obtain the karyotypes of sensitivity which could be
useful in the analysis and relations of Dactylis genomes, and to match the identification and homologs
of chromosomes.

In the study, quality and quantity of cytological examinations for 2 years from approximately
9 diploids and 31 tetrapoliploids from gene banks of research institutes such as IPK (Gaterslaben,
Germany), IBER (Aberystwyth, England), Western Regional Plant Introduction Station (Pulmann,
Washington, USA) were used.

According to FISH results, diploids Dactylis was determined to have 8 and 10 rDNA signals
in total. The number of 25S rDNA signals of diploids were observed 4 and 6, and the number of 5S
rDNA signals were observed 2 and 4.

In tetrapoliploids Dactylis, the total number of rDNA signals varied between 12 and 18. In
tetrapoliploids Dactylis were determined 25S rDNA signals between 8 and 14, 5S rDNA signals
between 4 and 6. In addition two triploid taxa were found to have 9 and 11 rDNA signals,
respectively.

According to the 5S and 25S rDNA signal characteristics, it is understood that intraspecifity is
high in Dactylis genus, polyploidization occurs, autopolyploidization and segmental
autopolyploidization cases could be mentioned.

Key Words: Dactylis, FISH, rDNA, Genome analysis, karyotype, Polyploidy
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1. GIRIS

Cayir-meralar ¢ogunlugu otsu bitkiler olmak iizere, seyrek aga¢ ve ¢alilardan olusan,
diinya yiizeyinin yaklasik %40°’n1 kaplayan olduk¢a biiylik ekosistemlerdir (Last ve ark.
2014). Cayir-mera ekosistemleri yaban ve evcil hayvanlar i¢in yem kaynagi, yetistikleri genis
alanlardaki topragin fiziksel ve biyolojik yapisin1 koruyan sirekli bitki értustudir (Hatipoglu
ve Kokten 2009, Altin ve ark. 2011, Last ve ark. 2014, Fernandez-NUfiez ve Castro 2016).
Cayir—mera ekosistemleri bitki genetik kaynaklar1 bakimindan oldukg¢a zengindir. Bu genetik
kaynaklarin korunmasi, 6zellikle de degismekte olan iklim kosullar1 sebebi ile ileri 1slah

programlart i¢in ¢ok 6nemlidir (Maxted ve ark. 2012, Last ve ark. 2014, Stolton 2015).

Dactylis (Cocksfoot) cinsi, tek bir tiire (monospesifik) ait oldugu diisiiniilen 20’den
fazla taksonomik birimden olusmaktadir. Diploid, tetrapoliploid ve hekzapoliploid olan bu
taksonlar farkli cografik bolgelerde, bazi1 durumlarda birarada yetismekte ve cogu durumda
morfolojik olarak birbirinden ayirtedilememektedir (Borrill 1991, Zhong 2006). Dogada bu
taksonlardan en fazla 2n=4x=28 kromozom sayisina sahip tetrapoliploid ekotipler yer alirken,
diploid (2n=2x=14) ekotiplere belirli cografik bolgelerde ve hekzapoliploid ekotiplere ise
sadece birkac lokalitede rastlanmistir (Borrill 1978).

Dactylis cinsinin farkli poliploidi seviyelerine sahip olmasi tarimsal agidan degerli bir
varyasyon kaynagi olusturmaktadir (Domin 1943, Borrill ve Lindner 1971). Fakat farkli
poliploidi dlzeylerine sahip bitkilerin melezlenmesi sonucu olusan bitkiler tohum veya
saglikl bir yesil aksam olusturamamakta, neticede elde edilen bitkiler kisir olabilmektedir. Bu
yiizden herhangi bir islah calismasina baslamadan once kullanilacak ¢ayir-mera tlrlerinin
poliploidi duzeylerinin bilinmesi zorunludur. Farkli poliploidi seviyelerine ve fenotipik
cesitlilige sahip dogal bitki varliklar1 ve bunlardan elde edilen gesitler farkli habitat ve
cevresel kosullara yiiksek oranda adaptasyon saglamaktadir. Genis bir dagilima gesitli ve ¢ok
sayida biyotik ve abiyotik kosullara dayanikli Dactylis cinsi, fenotipik, genetik, sitogenetik ve
tarimsal olarak arastirilmaya uygundur (Lindner ve ark. 2004, Xie ve ark. 2012, Huang ve ark.
2015).

Cografik, morfolojik, tarla, biyokimyasal, klasik sitoloji, molekiiler belirte¢ (markir)
gibi teknikler kullanilarak cinsin, cografik dagilimi, filogenetik iliskileri, genom 6zellikleri

anlasilmaya caligilmistir. Tiim bu ¢alismalarda varilan genel kani, cinsin buzul dénemi olusan
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iklimsel ve cografik degisikliklere adaptasyon amacli poliploidi seviyesini yukselttigi,
cografik engeller, yabanci dollenme, dogal seleksiyon, mutasyon, popiilasyonlar arasi kismi
gen gecisi, tohumlarin baska yerlere tasinmasi, insan faaliyetleri gibi etkenlerden dolay1
incelenen taksonlarda; fenotipik, genetik ve cografik ¢esitliligin arttigi seklindedir. Fakat
halen cinsin filogenetik iliskileri, poliploidizasyonu, tiirlesmesi ve genetigi hakkinda yeterli
bilimsel bilgi mevcut degildir (Mizianty 1991a,b, Stewart ve Ellison 2011, 2014, 2015).

Klasik sitogenetik teknikleri kullanilarak, 6rnegin kromatin yapinin boyanmasi ile
bitki tarlerinin kromozomal 6zellikleri, sayi, morfoloji, mitoz ve mayoz davranislari hakkinda
belirli bir dereceye kadar bilgi sahibi olunabilirken baz1 bitki tiirleri i¢in bu teknikler yetersiz
kalmaktadir. Bu durumda farkli veya kombine sitogenetik tekniklerin kullanilmasi zorunludur

(Jenkins ve Hasterok 2007).

Gunumizde, belirli gen veya DNA sekanslarina ait yapilar ve bu yapilarin
fonksiyonlar1 bir dizi gelismis molekiiler sitogenetik yontem (floresan in situ hihridizasyon,
karsilastirmali genomik hibridizasyon, ¢ok renkli floresan in situ  hibridizasyon..) ile
calistimaktadir. Ornegin FISH (floresan in situ hibridizasyon) gibi ileri sitogenetik teknikler
sayesinde kromozomlarin tek tek veya PCR klonlarinin haritasi ¢ikarilabilmektedir. Benzer
sekilde GISH (genomik in situ hibridizsyon) teknigi ile tiim genoma ait problar kullanilarak
hibrid ve allopoliploid bitkilerin parentel kromozomlar1 ¢alisilabilmektedir (Wolny ve
Hasterok 2009, Catalan ve ark. 2012).

Floresan in situ hibridizasyon tekniklerinin tiirler arasi melezlerde transfer edilen
genetik materyalin takibi, poliploid bitkilerin atalarinin  belirlenmesi, filogenetik
akrabaliklarin ortaya ¢ikarilmasi, genetik haritalama yapmak, karyotip analizi ve
kromozomlar boyunca rekombinasyon dagilimlarinin  belirlenmesi  gibi  konularin
aydinlatilmasinda sik¢a kullanildiklar1 goériilmektedir. Yine bu teknikler sayesinde, hiicre
dongiisii ve gelisme siiresince farkli hiicrelerde kromatin katlanmasi, interfaz nuklear
organizasyonu ve kromatin yapi dagilimi gibi konular hakkinda da aragtirmalar yapilmaktadir
(Wolny ve Hasterok 2009, Catalan ve ark. 2012, Wang ve ark. 2015, Schwarzacher 2016).

Floresan in situ hihridizasyon (FISH) teknigi, genlerin veya 6zellikli DNA dizilerinin
kromozomlar iizerindeki fiziki yerlerinin belirlenmesini saglayan bir metottur. Kromozomlar
tizerindeki bazi 6zel DNA dizileri floresan boyalar ile isaretlenip, cins veya tiirler arasi

taksonomik iliskileri belirlemede kullanilabilmektedir. Telomerik veya sentromerik tekrar
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dizileri, 5S veya 25S ribozomal DNA seckanslari, bu sekenslarin internal ara bolgeleri
(Internal Transcribed Spacer: ITS) veya intergenik ara bolgeleri (Intergenic Spacer: IGS),
FISH tekniginde kullanilabilecek 6zel markir dizilerine drnek olarak verilebilir. FISH metodu
kullanilarak tiirlerin genom yap1 ve iliskilerinin belirlenmesi amaciyla FISH karyotipleri
1990’1 yillardan beri yaygin olarak kullanilmaktadir (Lavia ve ark. 2011, Badakshi 2014,
Wang ve ark. 2015, Schwarzacher 2016, Kus ve ark. 2017).

Floresan in situ hibridisazyon yonteminde, tanimlanmak istenen niikleik asit
bolgesine eslenik olan ve floresan isaretli tek iplikli 6zgiin niikleik asit parcalari (prob)
kullanilir. 5S ve 25S gibi korunmus olan ribozomal DNA bolgelerinin kromozomlar
tizerindeki fiziki pozisyonlarinin ve sayilarinin belirlenmesi ile elde edilen bilgiler,
inceledigimiz bitki varliklarinin evrimsel durumunu karsilastirmamiza olanak saglamaktadir.
Boylece poliploidi gosteren genotipler arasindaki uyusmazliklar onceden belirlenmis ve
yapilacak islah ¢aligmalarinda bu bilgilerin kullanilmasi miimkiin olabilecektir (Fulnecek ve
ark. 2006, Wolny ve Hasterok 2009, Bustamante ve ark. 2014, Roa ve Guerra 2015).

Bu c¢alismanin oncelikli amaci, floresan in situ hibridizasyon (FISH) metodunu
laboratuvarimizda ¢alisir duruma getirmek olmustur. Sonrasinda materyal olarak kullanilan
Dactylis cinsine ait diploid ve tetrapoliploid aksesyonlarin kendileri ve birbirleri ile olan
filogenetik iliskilerini agiga kavusturmak i¢in ¢ift renkli ribozomal DNA (5S ve 25S) FISH
yontemine dayali karyotip analizleri yapilmistir. Hazirlanan bu karyotipler kullanilarak cins
icerisindeki genom yapi ve iligkileri kromozomal diizeyde karsilastirilmistir. Bunun yani sira
aksesyonlara ait FISH analiz sonuglar1 ve daha oOnce gesitli projelerde belirlenen flow

sitometri degerleri (2C ¢ekirdek DNA igerikleri) arasinda iliski olup olmadigi arastirilmustir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2. 1. Dactylis’in Bitkisel ve Tarimsal Ozellikleri

Domuz ayrigi, ¢ok yillik, uzun Omiirlii, yogun yumak formunda, yilin serin
donemlerinde iyi gelisen, sicak yaz aylarimi ise dormant halde gegiren bir bugdaygil yem
bitkisidir. Kaba dokulu vejetatif bir yapiya sahiptir. Sik bicilmeye ve basilmaya dayanikli
degildir. Bigimden veya otlatmadan sonra yeniden gelisimi hizli olmaktadir. Golge ortamlara
uyum yetenegi yiiksektir. Dik egimler, yol kenarlar1 (banketler) ve aga¢ alt1 alanlarda
yetistirilmeye uygundur. Cinse ait bireylerde yabanci dollenme goriilmekte, tozlasma blyik
oranda riizgar vasitasi ile gergeklesmektedir. Bitki boyu, sapa kalkma evresinde iklim
kosullarina gore 60-200 cm uzunluga erisebilmektedir. Bitkinin saplar1 birka¢ yapraga sahip
iken, tabanda bol yapraklidir. Yaprak rengi koyu yesilden mavi-yesile kadar degisir.
Yapraklar geng iken, kivrik, genis, dik ve uzundur. Yakacik olduk¢a genis, diizensiz ve beyaz
renklidir. Bitki saplarinin erken gelisim doneminde basik bir morfoloji gdstermesi cins igin
karakteristik bir Ozelliktir. Cigekler bilesik salkim seklinde, dik olup, kiigiik dallar birer
basakc¢ik ile son bulur. Cicek salkiminin alttaki dallar1 iisteki dallara gore daha uzundur ve
sayica daha fazladir. Bin tane agirlig yaklasik 1 g’dir. Yogun ve genis bir kok sistemine sahip
oldugundan, topraktaki besinleri iyi kullanabilmekte, ayn1 zamanda bu 6zelligi ile topragi
erozyona karsi korumaktadir. Koklerin toprak derinligi, c¢ayir salkim otu ve kelp
kuyrugu’ndan fazla, kilgiksiz Brom’dan ise az bulunmustur (Jung ve Baker 1985, El¢i 2005,
Hatipoglu ve Kokten 2009, Giir ve Sen 2016, Kallida ve ark. 2016). Yapilan bir arastirmada,
Dactylis bitkilerinin koklerinden salgilanan bazi metabolitlerin muhtemel allelopatik etkisi
sebebiyle, diger bazi1 baklagil ve bugdaygil bitki tohumlarinin ¢imlenmelerini engelledigi

belirlenmistir (Li ve ark. 2016).

Dactylis, taban suyu diisiik, gecirgenligi yiiksek topraklarda iyi gelismektedir. Besince
zengin, Ozellikle azot oranmi yiiksek topraklarda en yiiksek verimi vermekle beraber, fakir
topraklarda, kismen asit ve alkali toraklarda da yetisme yetenegine sahiptir. Dactylis tarimi
sonbahar donlarinin agir olmadig alanlarda daha ekonomik olmaktadir. Dactylis bitkilerinin
sicakliga kelp kuyrugu (Phleum pratense) ve cayir salkim otundan (Poa pratensis) daha
dayanikli oldugu bildirilmistir (El¢i 2005, Hatipoglu ve Kokten 2009). Dactylis, iliman ve
nemi uygun kosullarda iyi gelismekte, asir1 su baskinlarina karsi toleransh degildir (A¢ikgoz
2001, El¢i 2005, Hatipoglu ve Kokten 2009).



Subtropikal iilkelerde gelistirilen baz1 Dactylis gesitleri, pas hastaligina kars1 hassas ve
yazin erken dormant hale gelmektedir. Pas mantar1 Dactylis’in tim vejetatif doneminde
ozellikle basaklanma ve ciciklenme déneminde gorilmekte ve bitkilerin besleme degerini
diistirmektedir (Mizuno ve ark. 2000). Scolecotrichum graminis kahverengi ¢izgi hastaligina
sebep olmaktadir. Ayrica kiilleme hastaliginin da Dactylis bitkilerinde 6nemli zararlara yol
acmaktadir. Bunun yanisira Dactylis bitkisinin kokleri ile beslenen Japon karabocegi (Popillia
japonica) ile yesil haziran bocegi (Cotinis nitda) ve bitkinin toprak iistii yapilari ile beslenen
testere sinekleri (Dolerus subsp.) 6nemli zararlilar arasindadir (Hatipoglu ve Kokten 2009).
Ozellikle subtropikal (rutubetin fazla oldugu) bélgelerde Dactylis bitkilerinde en fazla
enfeksiyon gosteren 3 ¢esit mantar tanimlanmigtir. Bunlar sar1 pas hastaligina neden olan
Puccinia striiformis Westend, yaprak yanikligina neden olan Rynchosporium orthosporum
Caldwell ve o6zellikle Amerikanin giiney bélgelerinde antraknoz kaynagi Colletotrichum
graminicola (Ces. G. W. Wils.) olarak kayit edilmis. Birgok Dactylis ¢esidinin Puccinia
graminis Pers., pas etkenine duyarli olduklar1 bu hastalik etmeninin hem yem verimini hemde
kalitesini azalttig1 bildirilmistir (Mizuno ve ark. 2000, Yan ve ark. 2013, Zeng ve ark. 2014).
Yine Dactylis tariminin yapildigi iliman iklim alanlarinda, endofitik gelisen Epichloé typhina
adli mantari hastalik etkenine raslanmistir. Bu hastalik etkenin bitkinin c¢igeklenmesini
engelledigi ve tohum verimini diigiirdiigii belirlenmistir (Leyronas ve Raynal 2008). Bu gibi
sebeplerden ve tarimsal degerinden oOtiirli, Son yillarda, molekiiler diizeyde, sicakliga ve
hastaliklara dayanikli Dactylis gesit gelistirme ¢alismalarinin arttigi goriilmektedir (Zeng ve
ark. 2014, Huang ve ark. 2015, Yan ve ark. 2016).

Su ana kadar 100’den fazla Dactylis kiiltiir ¢esidi gelistirilmistir (Casler ve ark. 2000).
Kiiltiir ¢esitlerinin ¢ogu tetrapoliploid olsada, diploid alt tiirlerden de gelistirilen az sayida
gesit mevcuttur. Diploid subsp. izcoi ve subsp. aschersoniana ait Kkiiltiir ¢esitleri
bulunmaktadir (Stewart ve Ellison 2011). Galigya (ispanya) kaynakli diploid subsp. izcoi’den,
Grassland Wana (Yeni Zellanda), Cambria (ingiltere), Artibro (ispanya) cesitleri
gelistirilmistir. Yine diploid subsp. lusitanica’dan Saborto ve Calder (ingiltere) Grassland
Kara (Yeni Zelanda) cesitleri gelistirilmig, bunlardan Saborto kolsisin uygulanarak elde
edilmistir (Rumball 1982, Stewart ve Ellison 2011).

Avustralya, Yeni Zellanda, Cin, Japonya, Giney ve Kuzey Amerika ve bazi Avrupa
ulkelerinde, uygun iklim kosullarinin oldugu alanlarda, Dactylis’in; hem ot amagli hem de

mera amaclh kullanildigi, gesit gelistirme programlarinin dnemsendigi ve basar1 saglandig:
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gorilmektedir. Dactylis’in Japonya, ABD ve Yeni Zelanda gibi bazi iilkelerde en 6nemli
bugdaygil yem bitkileri arasinda oldugu goriilmektedir. Kamigs1 yumak’dan (Festuca
arundinacea) sonra genis bir adaptasyon yetenegine sahip oldugu sdylenen Dactylis, Kuzey
Amerika’da olduk¢a yaygin bir sekilde yetistirilmektedir. Amerika’nin 6zellikle merkez-
kuzey ve kuzeydogu bolgelerinde 45 eyalette yetistirildigi rapor edilmistir (Lolicato ve
Rumball 1994,van Santen ve Sleper 1996, Casler ve ark. 2000).

Cin’de 20 wyillik 1slah galismalar1 sonucu, dogal Dactylis kaynaklarindan Gulin,
Baoxing ve Chuandong adinda 3 ¢esit ve 5 adet ¢esit aday: gelistirilmis olup hem mera hemde

ot amagli kullanildiklar aktarilmistir (Peng ve ark. 2008, Xie ve ark. 2012).

Dactylis bol yaprakli oldugundan, verimli bir sekilde, kuru ot, yas ot, silaj amagh
hayvan yemi olarak kullanilabilmektedir. Otunun besleme degeri ve sindirilebilirligi bir¢ok
bugdaygil yem bitkisinden yliksektir. Bozulan c¢ayir-mera alanlarinin i1slahinda, yapay mera
uygulamalarinda baklagiller ile karigik yetistirilmektedir. Erken ilkbahar ve sonbahar
aylarinda hizli gelisen Dactylis, 6zellikle otlatma amagcli, kirsal bolgelerde hayvanlar i¢in
ekonomik ve saglikli bir yem kaynagi sunmaktadir (Hatipoglu ve Kokten 2009, Sanada ve
ark. 2010). Kiiciik ve biliyiik bas hayvan beslemeye uygun olan bitki, mera alanlarinda
doniistimlii otlatmaya dayaniklidir. Golgeye dayanikli olan domuz ayrigi, yonca, ¢esitli ti¢giil
tdrleri, gazal boynuzu gibi baklagil yem bitkileri ile beraber yetistirilmeye uygundur (Ogle ve
ark. 2011). Kuru ot verimi ve besin igerigi birlikte degerlendirildiginde, bitkilerin salkim

gosterme baglangici en uygun hasat zamani olarak belirlenmistir (Can ve Ayan 2017).

Diinyanin sicak ve iliman genis bolgelerinde, Dactylis yetistiriciliginin yaygin oldugu;
Diinya’da her yil yaklasik olarak 14.000 ton Dactylis tohumu dretildigi rapor edilmistir
(Stewart and Ellison 2011). Bu miktar, tohum Gretiminde %3.3’luk bir pay ile Lolium,
Festuca ve Phleum gibi iliman-sicak bolgelerde tarimi yapilan cinslerden sonra Dactylis’i 4.
siraya yerlestirmektedir. Dactylis cinsi igerisinde yesil alan bitkisi olarak kullanima uygun
formlar bulunmakta ancak tohum dretimlerinin az, Uretim maliyetlerinin ise yiksek
olmasindan dolay: tercih edilmemektedir (Jafari ve Naseri 2007, Bondesen 2007, Stewart and
Ellison 2011).

Ulkemizde Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstiti Miidiirliigii’nce gelistirilen,
Taya, Dogu Yildiz1 ve Ayfam adli 3 ¢esit aday1, Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkez

Miidiirliigii tarafindan 2015 yilinda tescillenmistir. Cesit adaylarinin degerlendirme stireci
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sonunda; ortalama, yesil ot verimi 2400 kg/da, kuru ot verimi 739 kg/da, bitki boyu 98.33 cm,
ham protein oran1 %12.81, ham lif oran1 %26.91 ve Erzurum kosullarinda kisa dayaniminin

%90’dan fazla oldugu belirlenmistir (Anonim 2015).
2. 2. Dactylis’in Cografik Dagilim ve Ekolojik Istekleri

Dactylis cinsi monofiletik (tek atadan koken almis) oldugu diisiiniilen, diploid,
tetrapoliploid ve hekzapoliploid poliploidi seviyelerinde, 20’den fazla takson igcermektedir.
Dogada bu taksonlardan en fazla tetrapoliploid (2n=4x=28) kromozom sayisina sahip formlar
yer alirken, diploid (2n=14) formlar belirli cografik bolgelerde ve hekzapoliploid (2n=6x=42)
formlarina ise Misir’in batisinda, Libya’nin bir kiy1 bdlgesi olan Sirenayka ve Ispanya’da
rastlanmustir (Borrill 1961a, Borrill ve Jones 1961). Son buzul déneminden sonra havalarin
hizli bir sekilde 1simmasi ile Kuzey boélgelerde kurak¢il kosullara dayanikli diploid,
tetrapoliploid ve hekzapoliploid Dactylis formlar1 kalmistir. Hekzapoliploid bitkiler hakkinda
az sey bilinmektedir. Muhtemelen inter-ekotipik kokenli olduklari, kurak¢il kosullara iyi
adapte olduklar1 s6ylenmis ve bu sebeple subsp. hispanica ile iliskilendirilmislerdir (Borrill
ve Jones 1961, Borrill 1977).

Dactylis cinsi Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve bazi Atlantik adalarina dagilmis
haldedir (Jones ve Borrill 1962, Jones 1962, Borrill 1977, Stewart ve Ellison 2011). Ulkemiz
dogal mera alanlarinin yaygin bir bitkisi olan domuz Ayrigi (Dactylis L.) Glkemizin de iginde
yeraldigi, Avrupa, Yakin Dogu ve Akdeniz cografyas bitkilerindendir (Tuna ve ark. 2004).

Yapilan calismalar, TUrkiye’de genellikle tetrapoliploid seviyeye sahip bitkilerin
varligindan s6z etmektedir. Heniiz diploid bitkilerin varligimi kayit eden bir calismaya
rastlanmamistir (Hatipoglu ve ark. 1992, Tiikel ve Hatipoglu 1994, Tosun ve ark. 1999, Tuna
ve ark. 2004, Ayan ve ark. 2006, Aygin ve ark. 2009, Can ve Ayan 2017).

Dogal florasinda yer almamasina ragmen, iliman iklime sahip olan Kuzey Amerika
ulkeleri ve Avustralya’da, disaridan gétiiriilen materyallerden gesitler gelistirilmistir. Cinsin
uyeleri olduk¢a degisik iklim; 1liman, tropikal, sup-tropikal, Akdeniz, Alpin ve farkli toprak
tekstiirlerine; tash, c¢akilli, kiregli, kumlu, killi, silisli, kalkerli, dolomitik gibi uyum
saglamistir (Bretagnolle ve Thompson 2001, Steward ve Ellison 2011).

Diploid Dactylis ekotiplerinin Avrasya ve Akdeniz eko-cografyalarinda yaygin

olduklar1 bildirilmistir (Stebbins ve Zohary 1959, Lumaret ve ark. 1987). Morfolojik ve
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cografik Ozelliklerine gore diploidler iki biiyiik guruba ayrilmistir. Avrasya diploidleri genis
yaprakli, karasal iklime uyum saglamigs ve genellikle yaz aylart boyunca gelisme
gostermektedir. Sadece lusitanica ve Galigya diploidlerinin daha ¢ok gliney kesimlerde yer
aldiklar1 ve kis aylar1 boyunca gelisme gosterdikleri aktarilmistir (Stebbins ve Zohary 1959).
Akdeniz diploidleri boyca kisa, daha dar yapraklara sahip olup, Akdeniz iklimine adapte
olmus ve yaz aylarini yiiksek sicakliktan dolayr dormant halde gecirmektedir. Avrasya
boélgesinde guinimizde Dactylis polygama Horvat., olarak adlandirilan diploid aschersoniana
alt tlrinin tarimsal agidan 6nemli oldugu, mese, kaymn ve giirgen ormanlarinda yaygin bir
dagilisa sahip oldugu belirlenmistir (Stebbins ve Zohary 1959, Borrill 1977). Alt tlrin her ne
kadar Akdeniz iklim bolgesinde yaygin oldugu belirtilse de, bitkinin Kafkasya’dan
Avrupa’nin kuzey kesimlerine kadar basarili bir sekilde yayildigi kayit edilmistir. Subsp.
aschersoniana Avrupa’nin ormanlik, yar1 nemli bolgelerinde 3. dereceden yaygin bir flora
eleman1 olarak belirlenmistir (Stebbins ve Zohary 1959, Borrill 1977). Akdeniz eko-
cografyasinda tarimsal acidan ekonomik olmayan, fenotipik olarak farklilik gosteren, yazin
dormant 10’dan fazla diploid Dactylis ekotipi bulundugu, bunlardan yalnizca lusitanica
alttlirlinlin tarimsal agidan 6nem arz ettigi vurgulanmistir (Stebbins ve Zohary 1959, Borrill
1977, Falistocco ve Torricelli 2016).

Tetrapoliploid taksonlar daha c¢ok glomerata ve hispanica alt tiirleri altinda
toplanmistir. Bunlardan Dactylis glomerata alt tliri Avrupa’nin sicak ve 1liman bolgelerinde,
Asya’nin bat1 ve orta bolgeleri ile Afrika’nin kuzeyinde yaygin bir dagilisa sahiptir. Dactylis
glomerata en yaygin dagilis gosteren alt tiir olup, 6nemli tarimsal 6zelliklere sahiptir. Dactylis
hispanica kisa boylu ve kis aylarinda gelisme gosteren bir alt tir olarak tanimlanmistir. Cins
icerisinde kurakgil karakter Ozellikleri gosteren tetrapoliploid ve hekzapoliploid taksonlar,

subsp. hispanica ile 6zdeslestirilmistir (Borill 1977, Mizianty 1990, Stewart ve Ellison 2011).

Dactylis taksonlarinin cografi dagilis ve ekolojik isteklerinin poliploidi diizeylerine
gore degisiklik gosterdigi goriilmektedir. Tetrapoliploid taksonlar, ¢ok degisken habitat ve
yukseltilerde yetisirken, diploidler kendilerine has, dar ve sira dig1 habitatlarda, ¢ogu endemik,
bazilar1 relikt (buzul devrine ait) endemik formlar olarak belirlenmislerdir (Jones 1961,
Lumaret 1988, Lumaret ve Barrientos 1990). Bazi diploid ve tetrapoliploid Dactylis taksonlari
ayni habitatta birbirleri ile temas (simpatrik) halinde yasamaktadir (Bretagnolle ve Thompson
2001). Cogu durumda ise diploid formlarin tetraploid formlarca g¢evrelendigi (allopatrik,

cografi tiirlesme) gOzlemlenmistir (Lumaret ve Barrientos 1990, Lindner ve ark. 2004).
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Bunlardan simpatriye (tiirlesmeye) 0rnek olarak, subsp. izcoi’ye ait diploid ve tetrapoliploid
formlar bazi arastirmacilarca Ispanya’nin Galicya bolgesinde ve Portekiz’de farkli
lokalitelerde gézlemlenmistir (Ortiz ve Rodriguez-Oubifia 1993, Lindner ve Garcia 1997,
Lindner ve ark. 1999, 2004). Subsp. castellata alt tiiriiniin karisik poliploidilerine Cezayir’de,
aluvyonlu-killi topraklarda, demir yolu dolgulari iizerinde rastlanmistir. Formlar arasinda
morfolojik farkin olmadigi bildirilmistir (Jones ve ark. 1961). Subsp. lusitanica karisik
poliploidilerine Portekiz’de, subsp. judacia alt tiiriine ait simpatrik lokalitelere ise Israil ve
Liibnan’da rastlanmistir (Nur ve Zohary 1959, Borrill ve Corroll 1969).

Tetrapoliploid Dactylis bitkileri baz1 anatomik (stomalar) ve morfolojik (yaprak boyu,
yaprak eni, basak durumu vb.) farkliliklar ile diploidlerden ayrilmaktadir. Tetrapoliploidler bu
yapilar bakimindan daha iri 6zellikler sergilemektedir. Yine ayni sitotiplere ( ayni alt tiire ait
diploid ve tetrapoliploid bitkiler) ait tetrapoliploid bitkiler diploidler ile karsilastirildiginda,
¢ogu zaman morfolojik olarak ayirt edilemeselerde, tetrapoliploid bitkilerin tohum ¢ikiglarinin
daha hizli ve gii¢lii, tohumlarinin daha agir, siirgiin ¢ikislarinin daha hizli ve erken
ciceklendikleri gozlemlenmistir. Bununla beraber her iki poliploidi seviyesi; cevresel
kosullara uyum, hastaliklara dayaniklilik ve diger bazi agronomik 6zellikler agisindan 1slah
caligmalar1 igin 6nemli genetik kaynak olusturmaktadir (Borrill ve Lindner 1971, Ortiz ve
Rodriguez-Oubifia 1993, Falistocco ve Torricelli 2016).

2. 3. Dactylis’in Taksonomik Durumu

Dactylis cinsi; Poaceae (bugdaygil) familyasi, Pooideae alt famiyasi, Festucea
(yumak) oymagina dahil en az sayida taksonomik birim i¢eren bugdaygillerden biridir. Cinsin
Dactylis glomerata adli tek bir tiirden olustugu, diger taksonomik birimlerin bu tiirden
cesitlendigi disiiniilmektedir. Cins igerisinde genis ve siireklilik gosteren sistematik
belirsizlikler, dnerilen bir tiiriin gecerlilik kazanmasini zorlastirmaktadir. Bu sebeple cinse ait
birgok takson alt tiir olarak kabul edilegelmistir (Steward ve Ellison 2014, 2015, Yan ve ark.
2016).

Dactylis cinsi yetistigi farkli dogal alanlarda birgok farkli ¢alismanin konusu olmustur.
Fakat hala tiim taksonlar1 adlandiracak modern bir siniflandirma yapilamamistir. Bunun
nedenleri arasinda ¢ok farkli cografik alanlarda goriilmeleri, farkli taksonlarin bir birleriyle
kolayca melezlenebilmeleri, cakisan veya ortak habitatlarda yasamalar1 ve cinsin sahip oldugu

genetik ve morfolojik gesitlilik sayilabilir. Ornegin, ¢ogu durumda farkl1 poliploidi seviyeleri
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aras1 veya simpatrik alanlarda toplanan sitotipler arasi net fenotipik ayrimlar yapilamadigi,
Dactylis taksonlar1 {izerinde klasik sitogenetik yontemler ile su ana kadar yapilmis karyotip
calismalarinda ise sistematik agidan farklilik saglayacak kadar kromozomal degisimlerin
gbzlemlenemedigi belirtilmistir (Mizianty 1991a, Tuna ve ark. 2004, Biiyiikbasar 2010). Bu
yiizden taksonlar aras1 genetik iligkiler tam anlam ile tantmlanmamis, morfolojik karakterlere
ait farkliliklarin ise her zaman sitolojik farkliliklar ile 6zdeslesmedigi belirtilmistir (Borrill

1961a, 1969, Mizianty 1991a, Vilhar ve ark. 2002).

Gunumuzde yapilan molekiler analizler ise daha ¢ok cinsin genetik ¢esitliligi ve 1slahi
ile ilgili konular tizerine yogunlagsmistir. Cinse ait bu sistematik sorunun giderilmesi i¢in, tim
genetik kaynaklarin yeniden toplanmasi ve tiim taksonlart kapsayici ileri genetik ve
sitogenetik ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir (Xie ve ark. 2010 a, b, Steward ve Ellison

2011).

Dactylis cinsi en iyi ¢alisilmis poliploidi sistemlerinden biri olarak goriilmektedir.
Cinsin temel kromozom sayis1 n=x=7olup, bugdaygil ailesinde yer alan bugday, arpa, celtik
ile aynidir (Serin ve Tan 2009). Cinste dogal olarak 3 poliploidi seviyesi bulunmaktadir.
Bunlar 15 veya 18 kadar diploid (2n=2x=14), 3 veya 6 kadar tetrapoliploid (2n=4x=28) ve bir
hekzapoliploid (2n=6x=42) seviye olarak belirlenmistir. Bu poliploidi seviyelerine dahil
popiilasyonlar, tiir, alt tiir, form, ekotip gibi muglak bir siniflandirma durumu gostermektedir
(Nur ve Zohary 1959, Borrill 1977, Stewart ve Ellison 2011, Song ve ark. 2011). Ayrica dogal
floradan toplanmis materyaller izerine yapilan sitolojik ¢alismalarda triploid (2n=3x=21) ve
pentapoliploid (2n=5x=35) bitkilere de rastlanilmistir (Mintzing 1933, Zohary ve Nur 1959,
Bretagnolle ve Lumaret 1995).

Cinsin sistematik durumunu ortaya koyacak cesitli; sitolojik, genetik, biyokimyasal,
fenotipik, c¢alismalar yapilmis olsa da giiniimiizde cinsin adlandirilmasi hala biiyiik oranda
cografik ve morfolojik farkliliklara dayanmaktadir (Stewart and Ellison 2011). Bu sebeple
cinsin bilimsel siniflandirilmasi halen tam anlamu ile agikliga kavusmus degildir. Her ne kadar
giinimiizde cinsin tek bir atadan kokenlendigi ve cinse ait 20’den fazla taksondan
bahsedilsede, bunlarin ¢ogununun gecici veya alt tir olarak kabul edilen taksonlara ait
sinonim isimler oldugu diistiniilmektedir. Bu yiizden literatiir ¢alismalarinda bu belisizlige
atfen genellikle takson teriminin kullanildigi goriilmektedir. Burada takson; bilimsel
adlandirmadaki her bir basamagi temsil etmekten ziyade, daha ¢ok Dactylis’in sistematik

belirsizligini genellemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu belirsizlikten dolayr alt tiir, form,
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ekotip veya takson sozciikleri benzer anlamlarda kullanilmaktadir (Stewart and Ellison 2011,
2014, 2015).

The Plant List (www.theplantlist.org/1/) taksonomi veri tabani sitesinde 18 farkli

diploid, ¢ogu alt tiir olarak, adlandirilmistir. Bunlardan Dactylis metlesicii P. Schonfelder ve
Dactylis smithii tiir olarak yazilmis fakat simdi Dactylis glomerata L.’nin sinonimi olarak
kabul edildikleri gorilmektedir. Kromozom sayis1 veritabani (Chromasome Counts Database:
CCDB) kayitlarinda ise asagidaki diploid taksonlar kabul edilmistir. Diger taksonlar gegici

veya bu birimlerin sinonimi olarak verilmistir (http://ccdb.tau.ac.il/search/Dactylis/).

Dactylis glomerata subsp. juncinella (Bory) Stebbins & D. Zohary

Dactylis glomerata subsp. lobata (Drejer) H. Lindb.

Dactylis glomerata subsp. lusitanica Stebbins & D. Zohary

Dactylis glomerata subsp. reichenbachii (Hausm.) Stebbins & D. Zohary

Dactylis glomerata subsp. smithii (Link) Stebbins & Zohary

Kromozom sayis1 veritaban1 (Chromasome counts database: CCDB) sadece Dactylis

glomerata ve Dactylis glomerata subsp. hispanica taksonlarini tetrapoliploid olarak

tammmlamustir (http://ccdb.tau.ac.il/search/Dactylis/). Taksonomi sitesi The Plant List’de ise

asagidaki tetrapoliploid taksonlar verilmistir (www.theplantlist.org/1/). Diger taksonlar gegici

(resmi olmayan) veya bu taksonlarin sinonimi olarak gortlmektedir.

Dactylis glomerata L.
Dactylis glomerata subsp. hispanica (Roth) Nyman
Dactylis glomerata subsp. glomerata

Dactylis glomerata subsp. marina (Borrill) Greute
2. 3. 1. Diploid Dactylis taksonlarin kokeni ve yayilis alanlar:

Cografik ve morfolojik farkliliklara dayanilarak 1988 yilina kadarl5 diploid takson
tamimlanmustir (Lumaret 1988). Bugiin 18 diploid alt tir veya form bilinmekte, bu diploidler
bircok caligmaya ragmen hala biiyiik oranda cografik ve morfolojik ozelliklerine gore
adlandirilmaktadir. Fakat bu adlandirmalarin ¢ogunun kesin olmadigi, zamanla degisebilecegi

belirtilmistir (Steward ve Ellison 2011).


http://www.theplantlist.org/
http://ccdb.tau.ac.il/search/Dactylis/
http://ccdb.tau.ac.il/search/Dactylis/
http://www.theplantlist.org/1/

Diploid Dactylis taksonlar1 iklim istekleri ve yayilis alanlarina gore, Avrasya, Akdeniz
veya iliman, Subtropikal ve Akdeniz guruplari seklinde siniflandirilmiglardir (Borrill 1961a,
Lumaret 1988, 1997). Diploid taksonlarin siiflandirilmasi ile ilgili en kapsamli ¢alismayi
gerceklestiren Stebbins ve Zohary (1959)° gore Dactylis g. subsp. himalayensis, Dactylis g.
subsp. juncinella, Dactylis g. subsp. ibizensis ve Dactylis g. subsp. smithii taksonlari
morfolojik olarak farklidir. Diger tanimlanan diploid alt tiirlerin, bu 4 form arasi gegis
Ozellikleri tasidiklar: belirtilmistir. Cografik dagilimlarindan yola ¢ikarak, Dactylis g. subsp.
aschersoniana, Dactylis g. subsp. himalayensis ve Dactylis g. subsp. smithii’nin cinsin eski
tiyeleri oldugu ve muhtemelen kokenlerinin Miosen donemine kadar gittikleri ifade edilmistir.
Arastirmacilar ayn1 zamanda Dactylis g. subsp. ibizensis’in de Miosen doéneminde olusmus
olabilecegini ve muhtemelen Dactylis g. subsp. juncinella’nin 3. zamanin sonlarinda bu
formdan farklilagarak kokenlenmis olabilecegini belirtmislerdir (Stebbins ve Zohary1959).
Lumaret (1988)’e gore Dactylis g. subsp. parthiana ve Dactylis g. subsp. sinensis’de eski
zamanlarda kokenlenmistir. Bunlarin diginda kalan diploid taksonlarin genellikle, yaygin olan

tetrapoliploid popiilasyonlara yakin yetistikleri aktarilmistir (Borrill ve Carroll 1969).

Dactylis subsp. aschersoniana (Graebner) Thell, subsp. himalayensis Domin, subsp.
parthiana Parker & Borrill, diploid formlar1 1liman iklim kusaklarinda, subsp. smithii (Link)
Stebbins & Zohary subtropikal, subsp. lusitanica ve reichenbachii (Hausm.) ise Galicya
(Ispanya), biiyiik oranda Atlas okyanusunun iklimsel &zellikleri altinda fakat kiyiya uzak
kesimlerde, nispeten kisin biraz daha sert oldugu alanlarda gozlemlenmislerdir. Subsp.
woronowii (Ovcz.), judaica Stebbins & Zohary, juncinella (Bory) Stebbins & Zohary,
ibizensis Stebbins &Zohary, castellata Parker & Borrill, santai Stebbins & Zohary, mairei
Stebbins &Zohary Akdeniz diploidlerini olusturmaktadir ve diploid formlarin gogu Akdeniz
iklim kusaginda belirlenmistir (Stebbins ve Zohary 1959, Lumaret 1988).

Dogada ¢ogu diploid Dactlis alt tiiriiniin, cografik ve ekolojik bariyerlerden dolay1
etkilesimde bulunamadigi, fakat diploidlerin birbirleri ile olan eslesme durumlarinin géz ardi
edilmemesi gerektigi vurgulanmistir. Ornegin dogal ortamlarinda diploid subsp. parthina ve
subsp. woronowii hibritlerine rastlandigi, diploidler ile yapilan ¢aprazlamalar sonucunda, eger
aralarinda cografik ve morfolojik engeller yok ise fertil doller olusturduklar1 gosterilmistir
(Borrill ve Carroll 1969). Fakat olusan dollerde (Flve F2) niikleer ve sitoplazmik diizeyde,
hibride bagli olarak cesitli oranlarda fertilitede azalmalari gozlemlenmistir (Zohary 1956,

Parker ve Borrill 1968). Bu kismi fertilite durumunun, kismi bir tiirlesmeye ve genis oranda
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bir alt tiir ¢esitliliginin olusmasina katki saglayabilecegi belirtilmistir (Zohary 1956, Parker ve
Borrill 1968).

Diploid formlar tizerindeki kromozomal ¢alismalar ornekler arasinda, kromozom
ozellikleri bakimindan cok biiyiik farkliliklar olmadigini gostermistir (Wetschnig 1991,
Biiyiikbasar 2010). Ancak en buyik ve en kugtk diploid 2C-DNA icerikleri arasinda 1.47
pg’lik fark bulunmus, bu farkin populasyonlar arasinda énemli bir genetik varyasyona isaret
ettigi agiklanmistir (Biiylikbasar 2010). Kromozomlar arasinda belirgin farkliliklarin olmayis,
2C-DNA varyasyonlarinin siireklilik gostermesi, cins igerisinde tlirlesme olaymin
tamamlanmadigin1 gostermektedir (Tuna ve ark. 2004, Biiyilikbasar 2010). Bununla beraber
uzun sire birbirlerinden izole diploidlerin, biiyiikk genetik degisimler sebebiyle fertil doller
olusturamayacagi, ornegin subsp. smithii’nin bu o6zellikleri tasidigi ve bu ylzden relikt
endemik oldugu belirtilmistir (Parker 1972).

Diploid Dactylis sistematik birimleri tizerinde simdiye kadar filogenetik iliskiler;
morfolojik karakterizasyon (Stebbins ve Zohary 1959), izoenzim analizleri (Lumaret 1986),
fenolik bilesikler (Fiasson ve ark. 1987), klasik yontemler ile karyotip analizi (Wetschnig
1991, Biiyiikbasar 2010) ve ¢ekirdek DNA analizleri (Biiyiikbasar 2010) ile ilgili ¢aligsmalar
yiriitilmistir. Yukaridaki arastirmacilarin ortak gorisii, diploid formlarin gegmiste daha ¢ok
yayllma alanlarina sahip olduklar, ozellikle sicak ve subtropikal bolgelerde vejetasyon
gosterdikleri, fakat zamanla ekolojik kosullarin degismesi ile yasam alanlarinin daraldigi ve
Ozellestigi yoniindedir. Yine bu c¢aligmalarin ¢ogunda diploidler ¢aligsilan ozellikler
bakimindan genellikle ¢ok biiyiik farkliliklar gostermeselerde, farkli alt gurup Ozellikleri

gostermislerdir.

Yakin zamanli niikleer DNA ITS (internal transcribed spacer region) ve kloroplast
DNA trnL intron bolgelerinin karsilagtirilmasi esasina dayanan molekiiler ¢caligmalar, diploid
Dactylis birimlerinin evrimine ve kokenine ait en agiklayici ¢alisma olmustur. Arastiricilar
muhtemelen ilk diploid Dactylis’lerin Asya’nin merkezinde yaklasik 150.000 yil 6nce kdken
aldigmi, ara buzul dénemde batida Portekiz’e, giineyde Israil’e dogru yayildiklarimi
ongormiislerdir. Son buzul dénemi ile birlikte kuzey bdlgeleri soguyunca, bu yayilmanin
yonii degismistir. Birgok bakiye diploid form bu zamanda, nispeten yumusak iklime sahip
giiney buzul bariaklarinda, buzul sonrast doneme yok olmadan kalabilmislerdir. Tabi bu
arada yayillmanin yonii, Israil’den Kuzey Afrika, Cezayir, Fas otlaklaridan, Kanarya adalari,

Cape Verde gibi Atlantik adalara dogru olmustur. Buzul ¢ag1 sona erip, havalar tekrar 1sininca
10



Kuzey Afrika ve ada otlaklarinda diploid formlarin yayilmasi azalmis, sinirlt sayida ve dar
alanlarda bazi diploidler giiniimiize kalmistir. Fakat bunun tersi havalar 1sininca Avrupa’nin
kuzey ormanlar1 ve Kafkaslar‘da diploid aschersoniana tekrar yayginlasmaya baslamistir.
Dactylis cinsi alt tiirleri, 1liman, kurak ve Alpin karakterli ¢esitli ekotiplere yayilmiglardir. Bu

durum cinsin adaptasyon anlaminda oldukca esnek oldugunu gostermektedir (Stewart ve
Ellison 2011,2013, 2015).

Stebbins ve Zohary (1959), Lumaret (1988) ve Stewart ve Ellison (2011)’in
caligmalarinda adi gecen 17 diploid taksonun eko-cografik kokenlerine asagida kisaca

deginilmistir

Himalayensis

Dactylis glomerata subsp. himalayensis Domin., Himalaya sira daglarinin bati
taraflarinda 1800-4000 m rakimlarda, serin 1liman orman zonlarinda yagam alani1 bulmustur.
Himaleyensis ile aschersoniana arasinda iligki olabilecegi aktarilmistir. (Stebbins ve Zohary
1959, Borrill 1977).

Aschersoniana

Dactylis glomerata subsp. lobata (Drejer) Lindb. F. (Syn. subsp. aschersoniana

(Graebn.) Thell. = Dactylis aschersoniana Graebn. = Dactylis polygama Horv. = subsp.

polygama (Horv.) Domin.). Iliman iklim 6zelliklerine adapte olmus bu alt tiir, yaprak doken
agaclarin olusturdugu ormanlarda, Kafkas daglarindan Avrupa’nin merkezine, kuzeyde Isveg,
doguda Rusya’nin batisina, Yugoslavya’'nin giineyi ve Makedonya’nin kuzeyine kadar genis
bir alana dagilmistir. Aschersoniana ve himaleyensis, her ikiside yiiksek rakimlarda, karasal
iklimin hakim oldugu serin 1liman orman alanlarinda gortilmiistiir (Stebbins ve Zohary 1959).
Her iki alt tiirlin izoenzim bantlar1 (Lumaret 1986), fenolik kompozisyonlar1 (Lumaret 1988),
DNA icerikleri (Tuna ve ark. 2007, Biiyiikbasar 2010), birbirine benzer bulunmustur.
Aschersoniana’nin tarimsal agidan kiiltiire alinmaya uygun karakterler tasidigi, Avrupa’nin
merkez bolgelerinin  iklimsel kosullarina iyi adapte oldugu bildirilmistir. Cek

Cumhuriyeti’nde Tosca adl1 bir ¢esidi bulunmaktadir (Mika ve ark. 2002).
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Lusitanica

Dactylis glomerata subsp. lusitanica Stebbins & Zohary: Bu takson Portekiz’in Serra
de Sintra bolgesinde bir kag lokalitede tespit edilmistir. Lusitanica habitatlar1 Atlas Okyanus
iklim kosullarinin hakim oldugu, orta derecede iliman orman alanlarinda bulunmaktadir.
Ancak bu bolgelerde kis mevsiminin gorece sert gectigi belirtilmistir (Stebbins ve Zohary
1959). Subsp. lusitanica genellikle mese ve c¢am topluluklarinin agik kesimlerinde
goriilmiistiir. Serra de Sintra (Portekiz) bélgesi kurak alanlarinda, lusitanica populasyonlari
etrafinda tetrapoliploid hispanica popiilasyonlarina rastlanmistir (Stebbins 1961). Diploid
lusitanica popiilasyonlarinin yakinlarinda triploid ve tetrapoliploid bitkiler belirlenmis.
Diploid bitkilerin indirgenmemis gametler araciligiyla ¢ift yonli eslesmeleri sonucu diger

poliploidi seviyelerinin olustugu belirtilmistir (Bretagnolle ve Lumaret 1995).
Izcoi

Dactylis glomerata subsp. izcoi Ortiz & Rodriguez-Oubina: liman iklim kosullarina
adapte olmus bu takson, Galigya (Ispanya) ve Portekiz’de ormanlik habitatlarda 400-650 m
aras1 rakimlarda yetismektedir (Ortiz ve Rodriguez-Oubifial993, Lindner ve Garcia 1997,
Lindner ve ark. 2004). Subsp. juncinella ile genetik benzerlik gosterdigi, atalarmin ortak
buzul déneminden olma ihtimallerinin ylksek olabilecegi soylenmistir (Steward ve Ellison
2011). Zira Iber yarmmadas: (Ispanya ve Portekiz) Dactylis bitkilerinin kurtulabilecegi cok
sayida buzul barinagina ev sahipligi yapmaktadir (Steward ve Ellison 2011). Ingiltere’de
dioploid subsp. izcoi’den Conrad kiiltiir ¢esidi 1slah edilmistir (Borrill 1977).

Woronowii

Dactylis glomerata subsp. woronowii (Ovcz.) Stebbins ve Zohary (Syn. Dactylis
woronowii Ovcz.). Bu ekotip (morfotip) kurakcil Akdeniz dag steplerinde, iran ve
Tiirkmenistan’in ormanlik steplerinde habitat bulmustur (Stebbins ve Zohary 1959). Bu alt
tur, Iran’in Elburz daglarinda, kiregce zengin topraklarda yetisen dikenli ¢ali formlarinin agik
alanlarinda tespit edilmistir (Borrill ve Carroll 1969). Aym zamanda Ermenistan’da da

simpatrik formlarina rastlanmistir (Doroszewska 1963).
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Sinensis

Dactylis glomerata subsp. sinensis Camus’a, Cin’in merkezinde yer alan Sichuan,
Hubei, Guizhou, Xinjiang ve Yunnan bdlgelerinde, 100-3800 m arasi yiikseltilerde
rastlanmistir. Bu alanlarin serin—1liman ormanlarla kapli oldugu aktarilmistir (Stewart ve
Ellison 2015). Lumaret 1988’e gore alt tir subsp. himaleyensis ile iligkili olabilir. Fakat
Nikleer DNA ITS sekans karsilastirmalar1 sonucuna gore diploid subsp. sinensis, kendisine
komsu olan diploid subsp. himaleyensis’den daha c¢ok Avrupa kokenli diploid
aschersoniana’ya daha yakin bulunmustur. Bu durum; taksonun kékenini muhtemelen Cin’e
en yakin olan Kafkasya’dan, bir sekilde aschersoniana’dan almis olabilecegi seklinde

yorumlanmistir (Stewart ve Ellison 2015).
Altaica

Dactylis glomerata subsp. altaica (Bess.) Domin (Syn. Dactylis altaica Bess.)
Kazakistan’in Alatu daglarinda tanimlanmistir (Mizianty 1990). Kazakistan ve Azerbaycan
bolgelerinde toplanan Dactylis materyalleri ¢esit gelistirmek {izere Avustralya’ya
goturdlmiistiir (Auricht ve ark. 2010).

Parthiana

Dactylis glomerata subsp. parthiana Parker ve Borrill. Bu alt tlre ait en iyi bilinen
yayllma alan1 iran’in Elburz daglarinin yaklasik 1600 m rakimli kuzey yamaglar1 olup,
bolgenin nemli ve mese agaglari ile kapli oldugu bildirilmistir (Borrill ve Carroll 1969). Daha
diisiik rakimlarda, habitatlarinin woronowii ile kesistigi ve ikisinin olusturdugu hibrit bitkiler
gozlemlenmistir (Borrill ve Carroll 1969). Iki alt tiire ait bitkiler eslestirilmis, olusan
hibritlerde fertilite azalmasi1 gézlemlenmemistir (Parker ve Borrill 1968). Kesisen habitatlarda
toplanan hibritlerin enzim bantlar1 diger 6rneklerden oldukga farkli ¢ikmistir (Lumaret 1988).

Her iki alt tiiriin fenolik kimyalar1 uyusmaktadir (Ardouin ve ark. 1985).
Reichenbachii

Dactylis glomerata subsp. reichenbachii (Hausm. Ex Dala Torre ve Sarnth.) Stebbins
ve Zohary (Syn. Dactylis glomerata L. var. reichenbachii Hausm. Ex Dalla Torre and Sarnth.
= Dactylis reichenbachii (Hausm. Ex Dada Torre and Sarnth.) Meusel sod.). Bu alt tir

Avrupa Alpin meralarinin giiney yiizlerinde ve yiiksekligi 700-1000 m arasinda degisen,
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Isvigre, Italya, Fransa Massif Central platolarinda kayit altina alinmistir. Dolomitge zengin
topraklarda yetismesi Onemli bir adaptasyon olarak belirtilmistir. Taksona ait diploid ve
tetrapoliploid popiilasyonlar belirlenmistir (Speranza and Cristofolini 1987, Gauthier ve ark.
1999). Stebbins ve Zohary (1959)’e gore bu alt tir woronowii ve ascehersoniana alt tlrlerine
benzemektedir. Flavonoid igerigi aschersoniana ve lusitanica arasi bir 6zellik (Fiasson ve
ark. 1987), izoenzim elektroforetik bantlari ise aschersoniana ve himalayensis arasi bir durum
sergilemistir (Lumaret 1988). Fransa Alp’lerinde toplanan tetrapoliploid reichenbachii ve
glomerata pupiilasyonlar1 arasinda, izoenzim bant 6zelliklerine gore, gen akist oldugu
belirlenmistir (Gauthier ve ark. 1999).

Hyrcana

Dactylis glomerata subsp. hyrcana Tselev., Talis (Azerbaycan, Iran) ovasinda yaprak
doken aga¢ topluluklarinin agik alanlarinda endemik bir alt tiir olarak tanimlanmistir.
Morfolojik yap1 olarak belirgin bir tiiyliiliige sahip oldugu goézlemlenmistir. Bulundugu
ekosistemin subsp. woronowii’nin devami oldugu diistiniilmektedir (Tsvelev 1983). Dactylis
Hyrcana’nin diploid oldugu, kromozomlarinin 1.5-3.5 pm arasinda, biiyiik metasentrik ve
submetasentrik ile kiigiik telosentrik kromozom guruplarindan olustugu belirtilmistir (Weiss-

Schneeweiss ve Schneeweiss 2003).
Mairei

Dactylis glomerata subsp. mairei Stebbins ve Zohary. Bir Akdeniz ekotipi olan bu alt
tiir, Kerrata Gorge (Cezayir) daglarin kiytya bakmayan tarafinda kireg tagi olusumlu kayalarin
golgelerinde yetismektedir. Buralar yillik yagisin 1100-2000 mm oldugu bol yagish yerlerdir
(Stebbins ve Zohary 1959). Aymi zamanda Cezayir’de orman ekosistemlerinde mesofitik
habitatlarda da rastlanmistir (Amirouche ve Misset 2007). Kuzey Afrika meralarinda, son
buzul ¢agi sonrasi havalarin 1sinmasi ile yasam alanlarinin daraldigi disiiniilmektedir (Borrill
ve Lindner 1971). Izoenzim analizi (Lumaret 1988), fenolik bilesik analizi (Ardouin ve ark.
1985), bu taksonun diploid castellata, santai, smithii ve woronowii ile akrabaliginin oldugunu

gOstermektedir.
Santai

Dactylis glomerata subsp. santai (Stebbins ve Zohary). Fas ve Cezair’i de kapsayan

Akdenize parallel uzanan Tel Al siradaglarinda 150-1500 m arasi yiikseltilerde, rutubetli, yar1
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rutubetli bir iklimde yetismektedir. Ayn1 cografyada gozlemlenen mairei ve santai iki farkli
morfolojik tip gostermislerdir (Amirouche ve Misset 2007). Fas’ta toplanan Orneklerin

morfolojik olarak diploid subsp. ibizensis’e benzedikleri belirtilmistir (Mousset 2000).
Smithii

Dactylis glomerata subsp. smithii (Syn. Dactylis smithii Link.). Atlas Okyanusu
adalar1, Kanarya Adalar1 ve Yesil Burun Adalar1 (Cape Verde) bu alt tiiriin endemik yetistigi
yerler olarak belirlenmistir. Kanarya Adalari’nda 100 ila 700 m aras1 rakimlarda yamaclarin
rutubetli taraflarinda, Yesil Burun Adalari’nda ise 1200 m yiikseltilerde toplanmistir. Bu
bitkilerin saplarinin ¢ok sayida nod (diigiim) tasimalar1 ve kardeslesme durumlari ayirt edici
bir 6zellik olarak saptanmistir (Stebbins ve Zohary 1959, Ardouin ve ark. 1985). izoenzim
ozellikleri karsilastirildiginda, diploid mairei, santai, castellata alt tiirleri ile ayn1 gurupta yer
almaktadir (Lumaret 1988). Morfolojik ve fenolojik ozellikler bakimindan subsp. smithii
diger taksonlardan belirgin sekilde ayrilmaktadir (Ardouin ve ark. 1985). Subtropikal bir
iklimde yetistiginden soguklanma (vernalizasyon) ihtiyacinin az oldugu bildirilmistir (Parker

ve Borrill 1968).
Metlesicsii

Dactylis metlesicsii Schoenfelder ve D. Ludwig. Kanarya Adalarinda smithii’den daha
yiiksek lokalitelerde goriilmiis, muhtemelen sSmithii’'nin farkli bir formu olabilecegi
sOylenmistir Fenolik icerik karsilastirmalart bu savi destekler nitelikte bulgular sunmustur

(Jay ve Lumaret 1995, Stewart ve Ellison 2011).
Juncinella

Dactylis glomerata subsp. juncinella (Bory) Boiss. Ispanya’nin Sierra Nevada Alpin
ve Subalpin otlaklarinda, 2200-2900 m yiikseltilerde, otlaklarin mikali toprak kisimlarinda
kayit altina almmustir. Daha diisiik yiikseltilerde etrafinda tetrapoliploid hispanica
popiilasyonlarina rastlanmistir (Stebbins ve Zohary 1959). Fenolik kimyasi diploid lusitanica
ve ibizensis ile benzerlik gostermektedir (Ardouin ve ark. 1985). Tiirler arasi hibritleme
sonrasi yapilan sitolojik ¢aligmalar ise diploid juncinella, smithii ve ibizensis arasinda yakin

bir iliski oldugunu gostermistir (Hu ve Timothy 1971).
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Ibizensis

Dactylis glomerata subsp. nestorii Rossello ve L. Sdez (Syn. Dactylis ibizensis
Gandoger = subsp. ibizensis (Gandoger) Stebbins & Zohary). Castro ve ark. (2007) tarafindan
tekrar nestorii olarak adlandirilmasina ragmen biitiin literatirlerde ibizensis olarak
gecmektedir. Balear Adalari’na (Ispanya) 6zgii bir alt tiir olarak belirtilmis, aym bolgede

tetrapoliploid formlarina da rastlanmistir (Castro ve ark. (2007)
Judaica

Dactylis glomerata subsp. judaica Stebbins ve Zohary. Israil’in kurak tepelik
alanlarinda goriilen bu takson, yaz aylarini dormant gegirmektedir. Liibnan ve Suriye’de
benzer kosullarda yetisen libanotica alt tiirti tanimlanmistir. Muhtemelen bu iki ekotipin ayni
taksonomik statliye sahip olduklar1 belirtilmis, fakat cografik referans anlaminda judaica
adlandirmasi tercih edilmistir (Stebbins ve Zohary 1959, Apirion ve Zohary 1961). Molekdler
veriler, iliman subsp. himalayensis’den koken aldigini gostermektedir (Steward ve Ellison
2015). Subsp. judaica karisik bir fenolik icerige sahiptir, incelenen popiilasyonlara ait bazi
bitkiler 1liman iklim kosullarina 6zgii fenolik bilesik 6zellikleri gostermistir (Ardouin ve ark.
1985). Son buzul ¢ag1 sonrasi havalarin hizli 1sinmasi sonucu, 1liman iklim kusagindaki bazi
cografyalar kurak bir akdeniz iklimi hakimiyetine girmislerdir. Bu fenolik heterojenite 1liman
iklim, morfolojik farkliliklar ise Akdeniz ikliminin bitki tiirleri iizerindeki etkilerine

baglanmistir (Lumaret 1986, 1988, Borrill 1977).
2. 3. 2. Tetrapoliploid Dactylis taksonlarin kokeni ve yayilis alanlar

Tetrapoliploid olarak tanimlanan Dactylis cinsi tiyeleri, ¢ok sayida farkli habitatlara
yayilmistir. Habitatlar1 dikkate alindiginda tetrapoliploid Dactylis formlari temelde 3 farkl alt
tiire dahil edilmistir. Bu alt tiirlerden subsp. glomerata orta derecede 1liman, subsp. hispanica
Akdeniz ve subsp. marina ise subtropikal iklim ile iligkilendirilmistir. Fakat cografik ve iklim
farkliliklarinin kesin smirlarinin olmadig: belirtilmistir (Borrill 1977, 1978, 1991). Ekolojik
cesitlilik ve tetrapoliploid bitkiler arasi dogal hibridizasyon durumlari, Dactylis formlari
arasinda goriilen cesitliligin sebebi olarak vurgulanmistir (Stebbins 1971). Tetrapoliploid
bitkilerin kokenine iliskin hipotezlerden biri; tetrapoliploidlerin farkli diploidler arasi
hibridizasyon sonrasi poliploidizasyon silrecleri sonucu olusmus olabilecegidir (Stebbins

1971). Diger hipotez; diploid ve tetrapoliploid bitkilerin ¢cogu zaman morfolojik olarak ayirt
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edilememeleri, dolayisiyla tetrapoliploidlerin direk diploidlerden indirgenmemis gametlerin
katlanmasi sonucu kokenlenmis olabilecekleridir (Lumaret ve Barrientos 1990, Lumaret ve
ark.1992). Bazi sitolojik, biyokimyasal ve molekiiler calismalarda bu savi destekler
niteliktedir (Muntzing 1937, Myers 1940, 1948, Borrill ve Lindner 1971, Borrill 1977).

Dactylis cinsinde ortak habitatlarda yasayan diploid ve tetrapoliploidlerin ¢ogu zaman
morfolojik olarak ayirt edilemedikleri ancak kromozom sayimlari sonucu ayirt edilebildikleri
rapor edilmistir (Mizianty 1990). Bu morfolojik benzerlikler dikkate alinarak
tetrapoliploidlerin otopoliploidizasyon ile diploidlerden olustuklari varsayilmigtir. Ancak bu
benzerlik otopoliploidiye kanit m1 yoksa her iki sitotip ayni habitatlart m1 paylasmaktadir,
sorusunu da beraberinde getirmistir (Mizianty 1986, 1990). Calismalar, diploid ve
tetrapoliploid popiilasyonlarin habitat olarak iliskide oldugu yerlerde, diploidlerden
tetrapoliploidlere dogru gen gecisi oldugunu, fakat tersine bir gegisin olmadigin
gOstermektedir (Mizianty 1986, 1990). Aymi zamanda bu bolgelerde tespit edilen triploid
bitkilerin de bu gen akisinda rol aldiklari belirtilmistir (MUntzing 1937, Zohary ve Nur 1959
Bretagnolle ve Lumaret 1995). Bununla birlikte tetrapoliploidler arasi gen akisi yiiksek
seviyede iken bu oranin diploidler ve farkli poliploidi seviyeleri arasinda daha az oldugu
vurgulanmigtir (Muntzing 1937, Zohary ve Nur 1959). Ancak ortak habitatlarda 2x bitkileri
indirgenmemis gametler olustursalar da 3x ve 4x poliploidi seviyelerinin olusmasi i¢in gift

yonlii bir eslesme olmas1 gerektiginden bahs edilmistir (Bretagnolle ve Lumaret 1995).

Buzul ¢agi sonrasi tetrapoliploidlerin iyi kolonize olduklari ve kuzeye dogru genis bir
yayilim gosterdikleri aktarilmistir (Stewart ve Ellison 2011, 2014). Diploidler daha cok
sinirlanmis ve buzul donemlerde tiirlerin kurtulabilecegi, buzul bariaklarinin oldugu yerlerde
goriilmislerdir. Sadece diploid aschersoniana bireyleri Kafkas buzul alanlarindan kuzeye
dogru Avrupa’nin birgok yerine yayilmig ve tetrapoliploidler ile simpatrik yasamaktadir. Bu
durum tetrapoliploidlerin ¢ok sayida farkli diploidler arasi indirgenmemis (2n) gametlerin
birlesmesi sonucu olustugu ihtimalini kuvvetlendirmektedir (Stebbins ve Zohary 1959,
Lindner ve ark. 2004).

Poliploidizasyona bagli olarak, sirme gucleri (hybrid vigor) vyiksek olan
tetrapoliploidler genis bir yayilma alani1 bulmustur (Stebbins 1971). Tetrapoliploidlerin erken
yaprak c¢ikisi, bitki gelisiminin baslangicinda fotosentez yaparak bitkiyi soguga karsi
korurken, havalarin 1sinmasi sonucu ayn1 zamanda sicaklifa ve kurakliga kars1 da korur.

Bununla beraber diploidlerin ¢cimlenmesi daha ge¢ olmakta ve bircok yerde yaz sicaklarindan
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korunmak i¢in aga¢ veya kaya golgelerinde gorilmektedir (Borrill ve Lindner 1971).
Simpatrik lusitanica (2x, 4x) bitkilerinin anotomik, fenolojik ve genetik olarak bazi
farkliliklar gosterdikleri, poliploidizasyon ve dogal seleksiyon sonucu farkli Dactylis

poliploidi durumlarinin olustugu gézlemlenmistir (Bretagnolle ve Lumaret 1995).

Stewart ve Ellison (2011, 2014)’in molekiiler ¢aligmalari, cinsin evriminin buzul
donemine kadar gidebilecegini gostermistir. Sonuclara gore, degisen iklimsel ve cevresel
kosullara uyum amaci ile cinsin yayillma yonii zamanla degismis ve hayatta kalabilme
yetenegini arttirmak i¢in poliploidi seviyesini yiikseltmistir. Son buzul ¢agi sonrasi havalarin
hizl1 1sinmast ile inter-hibrid tetrapoliploidler kuzeye dogru genis alanlara yayilmiglardir.
Geriye smirli alanda yayilis gosteren diploid ve yaygin ototetrapoliploidler kalmistir.
Kuraklagmaya bagli olarak Kuzey Afrika’da geriye kalan kurakeil diploidler, tetrapoliploidler
ve en az bir hekzapoliploid form gunumuze ulasmistir. Bu calismalarda tetrapoliploidlerin
farkli diploidlerin hibridizasyonu veya direk diploidlerin indirgenmemis gametlerinin

poliploidizasyonu sonucu olusabilecekleri soylenmistir.

Asagida tetrapoliploid oldugu varsayilan taksonlarin genel 6zellikleri, farkli kaynaklar
degerlendirilerek kisaca deginilmistir. Bu taksonlar en son Stewart ve Ellison (2011)

derlemesinde gecen adlandirmalardir.

Glomerata

Dactylis glomerata subsp. glomerata. Iliman iklim kusagimin hakim oldugu orman
bolgelerinde yaygin olan ve Dactylis cinsi igerisinde en ¢ok rastlanilan taksondur. Bu formun
diploid aschersoniana ve woronowii gibi farkli iki ekolojik alt tiiriin hibridi oldugu
distiniilmektedir. Bunu test etmek amaci ile aschersoniana ve woronowii arasinda yapay
melezleme ¢alismalar1 yapilmistir. Olusan hibrid bitkilerin her iki atanin arasi1 bir morfoloji
gosterdigi ve subsp. glomerata’ya ¢ok benzedigi bildirilmistir. Bu alt tlrin Avrupa’dan,
Kafkasya cografyasina kadar yayilabilmesi i¢in ¢ok basarili bir genetik yapiya sahip olmasi
gerektigi, bu durumun ancak ¢ok sayida ve farkli ekotipin hibridizasyonu sonucu
gerceklesebilegegi savunulmustur. Alplerde goriilen glomerata tipleri, birbirine benzeyen
aschersoniana ve woronowii’ nin dogal hibridizasyonlart sonucu olusmus olabilir (Stebbins
ve Zohary 1959, Stebbins 1971).
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Domin (1943)’e gore glomerata’nin birincil yayilma alant Avrupa’nin kuzeyi olsada,
Fas ve Cezayir’in iliman orman alanlarinda da goriilmektedir. Bu durumda biiyiik olasilikla
Kuzey Avrupa kokenli glomerata’nin diploid atalarinin farkli olabilecegi kanisina varilmistir.
Subsp. glomerata genelikle yazin aktif gelisme gosteren, hispanica ise dormant olarak
bilinmektedir. Fakat Fransa’nin Akdeniz etkisindeki alanlarda glomerata formlarinin dormant
oldugu bildirilmistir (Mizianty 1991 a, b, Stewart ve Ellison 2011).

Slovenica

Dactylis glomerata subsp. slovenica (Domin) Domin (Syn. Dactylis slovenica
Domin.). Bu tetrapoliploid form, Avrupanin merkez bolgelerinde, daglarin 600-1300 m arasi
yukseltilerinde, genllikle kalkerli veya dolomitik topraklarda yetismektedir (Mizianty 1997).
Bu taksona atf edilen en belirgin 6zellik, bitki boyunun 1,5 m uzunluga ulasabilmesidir
(Domin 1943). Bu durum slovenica’nin genetik geg¢misinde diploid aschersonina’nin
etkisinin olabilecegini gdstermektedir. Zira iki taksonda uzun boylu, yaprak ayalar tiiysiiz

veya az tlyli ve her ikiside sira dig1 habitatlara uyum saglamistir (Mizianty ve Cenci 1995).
Hispanica

Dactylis glomerata subsp. hispanica (Roth) Nyman (Syn. Dactylis hispanica Roth.).
Iber yarim adasi (Ispanya ve Portekiz), Akdeniz Flora bolgesine ait bir taksondur. Fakat
Kafkasya cografyasinda da tanimlanmistir. Kisa boylu, sik1 ve az dalli salkim yapis1 ve erken
ciceklenmesi, yazin dormant olmasi gibi tipik kurakeil bitki karakterlerine sahiptir. Kuraga
dayanikli olmasinin bitki 1slah1 agisindan 6nemli bir avantaj oldugu sdylenmistir (Speranza ve
Cristofolini 1987). Domin (1943)’in belirtigine gore hispanica’nin i¢ kavuzlari loblu bir
yaptya sahitir. Bu 6zellik oldukca cesitlilik gostermektedir. Kuzey bdlgelerinde bu loblu
yapiin indirgendigi, hispanica’nin glomerata’nin bu kadar yaginlagsmasima ve verimli
olmasina katkida bulunabilecegi sOylenmistir. Subsp. hispanica’nin en az iki formu
tanimlanmistir. Bunlardan Ispanyanin giineyinde Korsika ve Sardinya formu, ug kosullara
adapte olmustur. Fransa’nin gilineyinde bulunan form ise daha ¢ok glomerata’ya
benzemektedir (Lumaret 1986). Akdeniz tipi hispanica’ya ait ¢ok sayida gesit 1slah edilmistir.
Bunlardan Uplands, Sundance, Berber, Kasba (Avustralya), Jana (italya), Medly (Fransa),
Perouvia ve Chrysopigi (Yunanistan) drnek verilebilir. Akdeniz iklimi olan bolgelerde 1slah
caligmalar1 i¢in potansiyel bir genetik kaynak olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Steward

ve Ellison 2011).
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Ispanya Sierra Nevada bolgesinde toplanan hispanica popiilasyonlarma ait bitkiler
yaygin formdan farkli morfolojik zellikler gostermistir. Ozellikle kumca zengin topraklarda
yetisen bitkiler, morfolojik olarak olduk¢a genis ve farkli oranlarda boliinmiis ¢icek yapisi,
kisa ¢igcek sapi, kiimelenmis genis basakgiklar, glumlar kisa, kilgikli ve tabandaki internod

uzunlugu ile dikkat ¢ekmistir (Borrill ve Lindner 1971).
Marina

Dactylis glomerata subsp. hackelii (Asch. and Graeb.) Cif. and Giacom. (Syn.
Dactylis marina Borrill = Dactylis glomerata L. subsp. marina (Borrill) Greuter = Dactylis
smithii Link subsp. marina (Borrill) Parker.). Genellikle dik kiyr kesimlerinde (falezlerde),
lokalize olan bu bitki, baz1 Atlantik adalar1 ile Akdeniz kiyilarinda yer alan Galigya (ispanya,
Portekiz) bolgesinde kayit edilmistir (Borrill 1961b, Benson ve Borrill 1969, Lindner ve
Garcia 1997). En belirgin 6zelligi, yaprak epidermisinin kabarcikli (papillose) bir yapi
gostermesidir. Bu morfolojik farkliligin kiy1 cografik kosullar1 nedeniyle su kaybina karsilik
bir uyum oldugu sdylenmistir. Fakat yaprak kenarlar1 diiz ve silisyum birikimi yoktur, bu
yuzden lezzetli ve hazmolunabilirliginin %2-6 arasi oldugu belirlenmistir. Bu 6zelliklerden
dolay1 1slahgilarin ilgisini ¢ekmis fakat herhangi bir ¢esit kaydi yoktur (Van Dijk 1961, Tyler
ve Borrill 1983). Bunun sebebi, muhtemelen gelistirilen ¢esitlerin yeterince ot verimine sahip
olmamalari olabilir (Steward ve Ellison 2011). Duz yaprak kenarlari, papilali epidermis ve
kemiksi goriiniisii nedeni ile diploid smithii ve ibizensis ile iliskili olabilecegi belirtilmistir
(Borrill 1961b).

Oceanica

Dactylis glomerata subsp. oceanica G. Guignard. Bu taksona Fransa’nin kuzey
batisinda bulunan Atlantik kiyilar1 ve giiney kiyilarinda rastlanmistir (Guignard 1985). Bu
formun Avrupa’nin kuzey otlaklarinda marina’nin devami olabilecegi sdylenmistir. Fakat
Akdeniz kokenli marina formlar1 daha ¢ok hispanica alt turiine, oceanica ise daha ¢ok
glomerata’ya benzemektedir. Oceanica’ya benzer formlar irlanda adasinda da kayit edilmistir
(Lumaret 1988).

Hylodes

Dactylis glomerata subsp. hylodes P.F. Parker. Bu alt tiir Madeira adasinda okyanusa

bakmayan yamaglarda, Kanarya Adalart ve Cape Verde adalarinda ise kiyiya bakan
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yamagclarda goriilmistiir. Morfolojik olarak (yayilici, gdvdeler odunsu, yapraklar kabarcikli)
diploid smithii’ye benzemektedir. Dogal melezlenme ve poliploidilesme durumlarinin bu
taksona genis bir yayilma kabiliyeti kazandirdig1 belirtilmektedir (Parker 1972). Steward ve
Ellison (2011)’in ¢alismasinda, molekiiler profili diploid smithii ve Ispanya diploidleri ile

benzerlik gostermistir.
2. 4. Dactylis’in Genetik Durumu

Morfolojik, biyokimyasal, sitolojik ve molekiiler ¢aligmalar, Dactylis cinsinin net
taksonomik ayrimlar gosterecek bir farklilasma gostermedigini, bununla beraber
popiilasyonlar i¢i ve arasi, incelenen parametreler agisindan farkli diizeylerde varyasyonlar
gOsterdigini teyit etmektedir (Mizianty 1990, 1991a,b, Tuna ve ark. 2004, Stewart ve Ellison
2011). Bu varyasyonlarin olusmasinda en onemli etkenlerin, poliploidi, ¢ok biiyiik oranda
yabanci tozlasma ve taksonlar arasi net genetik bariyerlerin olmamasi gosterilmistir. Bu
sebeplerden dolayi cinsin adaptif bir yayilma yolu izledigi bu adaptif yayilma siirecinin biyik
oranda iklimsel ve cografik degisimlerin etkisi altinda oldugu belirtilmistir (Mizianty 1990,

19914, b, Stewart ve Ellison 2011).

Poliploidi, bitki hiicrelerinin diploid kromozom sayisinin katlar1 kadar kromozom
sayisina sahip olmalar1 seklinde tanimlanmistir. Domuz ayrigi cinsinin farkli poliploidi
seviyelerinden olustugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde, bu poliploidi
seviyelerinin nasil olustugu, genoma etkileri ve cevresel kosullarla iligkisi anlagilmaya
calisilmistir. Poliploidi i¢in en biiytik itici giiciin sicakliga bagli olarak degisen iklimsel ve
gevresel kosullar oldugu vurgulanmistir (Stewart ve Ellison 2011). Cevresel degisimlere
adaptasyon icin bitkiler genom sayilarini yilikseltme yoluna gitmislerdir. Yapilan ¢aligmalar,
tetrapoliploidlerin hayatta kalma guglerinin yiiksek oldugunu ve bu durumla iligkili anatomik,
fizyolojik ve genomik olarak diploidlerden farkli 6zellikler tasidiklarini gdstermistir. Ornegin
tetrapoliploid bitkilerin tohum ¢ikis giicii, vejetatif rekabet giicii diploidlerden daha yulksek
bulunmustur (Nur ve Zohary 1959, Maceira ve ark. 1992, 1993). Yine kolsisin ile
diploidlerden elde edilen tetrapoliploidlerin fotosentez oranlari ve diisiik sicaklikta hayatta
kalma oranlar1 daha yiiksek bulunmustur (Eagles 1967, Borrill ve Lindner 1971, Eagles ve
Othman 1978).

Dactylis cinsinin poliploidi ge¢misi olduk¢a karmasik bir durum sergilemektedir.

Literatiir taramalarinda, taksonlarin olusumunda, otopoliploidi, allopoliploidi ve segmental-
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allopoliploidi gibi 3 farkli genetik kdkenden bahsedilmektedir (Mizianty 1990). Kalitimla
ilgili yapilan c¢alismalara bakildiginda, tetrapoliploid Dactylis’in kokeninin g¢ogunlukla
otopoliploidi oldugu vurgulanmistir (Mizianty 1986, 1990). Bununla beraber genomlarin
tamamen farklilagsmadiklar1 ve aralarinda gen alis verisi yaptiklar1 da belirtilmistir (Stewart ve
Ellison 2011). Bazi arastirmacilar baglarda, Dactylis’in, diploid subsp. aschersoniana
genomunun katlanmasi sonucu olusmus bir otopoliploid oldugunu vurgulamislardir. Fakat
daha sonra, bu iki poliploidi seviyesi arasi yakin bir genetik iliski olsa da dogrudan bir
otopoliploidizasyondan bahsedilemeyecegini savunmuslardir (Mintzing 1936, 1937, Myers
1947, Stebbins 1950).

Stebbins (1971)’e gore tetrapoliploid subsp. glomerata, diploid subsp. aschersoniana
ve subsp. woronowii’den kokenlenmis bir allopoliploiddir. Ancak, Hanson ve Carnahan
(1956) ‘a gore ise tetrapoliploid subsp. glomerata’nin kokeni, otopoliploidi ve allopoliploidi

arasi bir durum sergileyen bir segmental allopoliploidi olabilir.

Simpatrik diploid ve tetrapoliplid bitkiler iizerine yapilan sitolojik ¢alismalar, bu iki
sitotipin, kromozomal Ozelliklerinin birbirinden bazi farkliliklar sergiledigini gostermistir. Bu
durumda tam olarak bir otopoliploidizasyondan séz etmek miimkiin degildir. Ornegin subsp.
izcoi tetrapoliploid sitotipleri diploid sitotiplerinden oransal olarak daha fazla sayida
submetasentrik kromozoma sahip bulunmustur. Yine ayni ¢alismada diploid bitkinin bir ¢ift
homolog kromozomuna denk gelen tetrapoliploid homoloji gurubu kromozomlart morfolojik
farkliliklar gostermistir. Bu durumda, tetrapoliploidler otopoliploidi sonucu olusmuslarsa bile

kromozomal farkliliklar géstermektedir (Lindner ve Garcia 1999).

Dactylis glomerata o6rneklerinde mayozun diakinez evresinde kromozomlarin
cogunlukla bivalent eslesmeler gerceklestirdigi, fakat quadrivalent eslesmelerin de yaygin
oldugu gosterilmistir (Myers ve Hill 1943, McCollum 1957, Jones 1962, Guignard 1987,
Tosun ve ark. 1999, Amirouche ve Misset 2007). Diploid Dactylis drneklerinde ise yiiksek
oranda bivalent eslesmeler gézlemlenmistir (MUntzing 1937, Amrrouche ve Misset 2007).
Diploid ve tetrapoliploid Dactylis kromozomlari kendi aralarinda biiyiik oranda benzerlikler
ve kismen farkliliklar gostermektedir (Guignard 1987, Wetschnig 1991, Biiyiikbasar 2010,
Falistico ve Torricelli 2016). Ozellikle tetrapoliploid taksonlara ait popilasyonlarda
aneupoliploid bitkilere rastlanmig, kromozom say1 farkliliklarinin farkli eslesme frekanslarini
artiracagindan bahsedilmistir. Yine tetrapoliploid Dactylis 6rneklerinde mayoz bélinmenin,

metafaz |, anafaz | ve telofaz | safhalarinda, kromozomlarin kutuplara ¢ekilmemesi, kutuplara
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¢ekilmede gecikme, tetrat olusumunda anormallikler belirlenmistir (Mintzing 1933, Curran
1961, Lentz ve ark. 1983, Tosun ve ark. 1999). Baz1 Orneklerde anafaz I’de kopri ve
fragmentli yapilar olustugu, kutuplara cekilmede geciken kromozom veya fragmentlerin
kromatit tipte oldugu belirtilmistir. Bu bulgulara dayanilarak tetrapoliploid Dactylis’lerin
mayoz davraniglar1 bakimindan istikrarli genom 6zellikleri tasimadiklar1 soylenmistir. Domuz
ayriginda c¢esitli oranlarda quadrivalent eslesmeler belirlenmis, hiicre basina diisen

o

quadrivalent sayisinin galisilan materyallere gore degistigi belirtilmistir. Kiiltiir ¢esitleri,
yabani popilasyonlar hatta popilasyon iginde bile bu oranmin degistigi sOylenmistir.
Tetrapoliploid orneklerde yapilan calismalarda bu oran hiicre basina ortalama 2.54-4.36
araliginda sayilmistir. Calismalar derlendiginde en yiiksek eslesmelerin bivalent arkasindan
quadrivalent ve ¢ok az sayida multivalent eslesmelerin oldugu gorilmistiir. Dactylis
orneklerinde mayoz I evresinde quadrivalent eslesmelerin siklikla goriildiigli, bu ylizden de
ototetrapoliploid olabilecekleri séylenmistir (Mintzing 1933, Curran 1961, Lentz ve ark.

1983, Tosun ve ark. 1999).

Ototetrapoliploid bir 6rnekte 4 homolog kromozom normalde bir quadrivalent
olusturmali, ancak 2 tane bivalent yap1 olusmaktadir. Bivalent eslesmelerin fazla olusu, bazi
arastirmacilarca, homolog olan 4 kromozom seti quadrivalent eslesme yaparlar ancak kismen
benzer olanlar bivalent eslesmeler olustururlar seklinde yorumlanmistir. Bu olgu bazi
arastiricilar tarafindan segmental allopoliploidi olarak adlandirilmistir (Stebbins 1950, Schulz-

Schaeffer ve ark. 1963, Soltis ve ark. 2004).

Stebbins (1950)’e gore segmental allopoliploidi, ayni tiire ait farklilasmis genomlarin
birlesmesi sonucu olusmus ve ototetrapoliploid (genis anlamda bir otopoliploidi) kategori
altinda smiflandirilmalidir.  Grant (1981) ise bu durumun allopoliploidi (gercek
allopoliploidi), genetik olarak farkli genomlarin hibridizasyonundan olusmus, kategorisi
altinda degerlendirilmesi gerektigini savunmustur. Segmental allopoliploidler hem homolog
hem de homeolog kromozomal segmentler tasimaktadir. Bu ylizden mayoz sirasinda bivalent
ve multivalent kromozom eslesmeleri gostermektedir. Dolayisi ile disomik ve polisomik
kaliim karisik olarak seyretmektedir. Genom durumu oturmus bir segmental allopoliploid
turdin, genomuna ait bazi kromozomlar ¢ok 06zel farkliliklar yani allopoliploid 6zellikler
gosterirken, diger yandan belirgin farkliliklar géstermeyen kromozomlarin ise otopoliploid

ozellikler gosterdikleri belirtilmistir (Sybenga 1996, Wendel 2000, Soltis ve ark. 2004, 2007).
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Basit olarak otopoliploidi: Bir bitkinin genomunun iki katina ¢ikmasi veya genetik
olarak benzer iki diploidin indirgenmemis gametin  (diploid gamet) birlesmesi ile
olusmaktadir. Fakat segmental allopoliploidi, ayni tiire ait genetik cesitlilik (varyabilite)
gosteren guruplara (birey veya popllasyonlara ait genomlar, allel genler veya kromozomal
segmentler diizeyinde bir birinden 6nemli derecede farkliliklar gésteren) veya popiilasyonlara
ait bireylerin eslesmeleri sonucu meydana gelmektedir. Segmental allopoliploidi durumunun
stabil olmayip, zamanla farkli otopoliploidi veya gercek allopoliploidi duzeylerine
gecebilecegi belirtilmistir (Stebbins 1950, 1985, Soltis ve Soltis 1993).

Sitogenetik bulgular, 6rnegin multivalent eslesmeler, kiazma frekans farkliliklar
(mayotik  krosing over) ototetrapoliploidi durumunu gostermektedir. Fakat bazi
ototetrapoliplerde bivalentler tetrasomik kaliim gostermektedir. 4 homolog kromozom
arasindaki eslesmeler rastgele gerceklesmekte ve ilk olusumlar kalitilabilmektedir. Her ne
kadar polisomik kalitim otopoliploidlere 6zgii ve disomik kalitim allotetrapoliploidlere 6zgu
olsada, sadece genctik bilgilere dayanilarak bu genellemelerin yaniltici olabilecegi
bildirilmistir (Soltis ve Soltis 2000, Soltis ve ark. 2004, 2015). Ornegin, segmental
allopoliploid tiirlerin kalittminda, bazi lokuslar polisomik bazilari ise disomik kalitim
gosterebilirler. Bu durumun otoallopoliploid tiirlerde daha karmasik bir durum
sergileyebilecegi belirtilmistir Bazi durumlarda ise multivalent kalittmin bivalent kalitimdan
iistlin olabilecegi veya oncelikli gerceklesebilecegi rapor edilmistir (Grant 1981, Soltis ve
Soltis 2000, Soltis ve ark. 2015).

Lentz ve ark. (1983)’a gore bivalent eslesmelerin yaygin olmasinin nedenini farkli
genomlarin tercihli eslesme yapabilecekleri seklinde yorumlamistir. Sybenga (1984)’a gore
ise tercihli eslesmeden ziyade zigoten evresinde karsilikli yakin kromozom kollar1 eslesmekte
ve bivalentler bu yiizden olugmaktadir. Bununla birlikte quadrivalent yapilarin kirilabilecegi

ve bivalent eslesmeler olusturabilecekleri de soylenmistir (Jenkins 1983).

Farkli arastirmalarda tetrapoliploid Dactylis glomerata ‘nin ¢ekirdek DNA igerigi 6.4
ile 12.4 arasinda bulunmustur (Creber ve ark. 1994, Reeves ve ark. 1998, Vilhar ve ark.
2002). Adaptif yayilmaya bagl olarak, D. glomerata popiilasyonlarinda yiikseklik ile
cekirdek DNA hacmi arasinda negatif bir iliskiden bahsedilmistir (Reeves ve ark. 1998).
Bagka bir caligmada ise farkli yiikseltilerde toplanan popiilasyonlarin 2C-DNA igeriginin %
2.1’lik bir varyasyon gosterdigi ve genom hacmi ile yiikselti arasinda bir iligki olmadig1

belirtilmistir (Vilhar ve ark. 2002). Iber yarimadasmmn giineyi, Kuzey Afrika ve Kanarya
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adalarindan elde edilen diploid Dactylis taksonlarina ait 2C-DNA miktar1 ortalamasi, Iber
yarimadasi kuzeyi, Avrupa, Orta Dogu ve Asyanin merkezinden elde edilen diploid Dactylis
2C-DNA miktar1 ortalamasindan % 15 daha az bulunmustur (Tuna ve ark. 2007). Genis bir
diploid Dactylis koleksyonun ¢alisildig1 baska bir ¢alismada, diploid taksonlar arasinda 2C-
DNA igerigi bakimindan, en kii¢ligli ile en biiyligii arasinda 1.47 pg’lik biiylik bir bir fark
oldugu ve bu farkin siireklilik gosterdigi belirtilmistir (Biiyiikbasar 2010). Flow sitometri
sonuglarina gore diploid ve tetrapoliploid taksonlar i¢i ve arasinda belirli bir oranda 2C-DNA
icerigi polimorfiziminden bahs edilmis, fakat her iki poliploidi seviyesinde de tiirlesmenin

tamamlanmadig1 ve iki genotip arasinda yakin bir akrabalik oldugu vurgulanmistir (Tuna ve

ark. 2004, 2007, Biiyikbasar 2010).

Dactylis tizerine yapilan molekiiler belirte¢ galismalari, tetrapoliploidler arasi tireme
engellerinin olmamasi nedeniyle, genotiplerin diploid genotiplerden daha yiiksek polimorfik
lokusa, lokus basina yiiksek allelle ve heterozigositeye sahip olduklarini gostermektedir. Bu
varyasyonlar tetrapoliploid Dactylis kiiltiir gesitlerinde de belirlenmistir (Kolliker ve ark.
1999, Xie ve ark. 2010 a, b, 2012 ). Bu ¢alismalarin hepsinde, Dactylis 6rnekleri aksesyon
bazinda ve cografik bolge bazinda molekiiler genetik c¢esitlilik gostermislerdir. Calismalarda
genellikle popiilasyon ici genetik ¢esitlilik popiilasyonlar arasindan fazla bulunmustur
Bushman ve ark. 2011, Hirata ve ark. 2011, Xie ve ark. 2012, Yan ve ark. 2016). Bu
caligmalar daha ¢ok poliploidizasyon ve cins i¢i gen akisina bagli olarak molekiiler genetik
temelde cins i¢i genetik varyasyonun yiiksek oldugunu gostermektedir. Molekiiler belirteglere
dayamlarak az sayida filogenetik ¢alisamalar yapilmistir. Ornegin farkli {ilkelerden toplanan
16 Dactylis aksesyonu (diploid ve tetrapoliploid), SSR molekiler belirtecleri ile taranmus,
tetrapoliploidler ayni kiimede, diploidler ise iki farkli kiimede toplanmustir. Diploid ve
tetrapoliploid guruplar arasi diisiik bulunan genetik farklilik (% 2.62), bu iki poliploidi
seviyesi arasi akrabaligin oldukga yiiksek oldugunu gostermistir (Xie ve ark.2010a). Benzer
caligmalarda popiilasyonlarin toplandig1 cografya ve iklimlere gore gurup ve alt gurup
ozellikleri gosterdikleri bulunmustur (Xie ve ark. 2012, Yan ve ark. 2016, Sun ve ark. 2017).
Cins i¢in baz1 SSR markirlari (Bushman ve ark. 2011, Hirata ve ark. 2011), genetik linakge
(baglilik) haritalar1 (Song ve ark. 2011, Xie ve ark. 2012), basaklanma zamanina 6zgii QTL
analizi (Xie ve ark 2012), yaz dormansisine sahip olan ve olmayan gesitlere ait QTL analizi

(Kallida ve ark. 2016) ile ilgili yayinlar yapilmstir.
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Niikleer ITS sekans yapilarindaki karsilastirmalara dayanilarak yapilan bir calismada
18 diploid Dactylis Uyesi 3 farkli guruba ayrilmistir Sekanslardaki mutasyonlar dikkate
alinarak, ¢alisilan tetrapoliploidlerden bazilarinin farkli diploidlerin hibridleri olabilecekleri,
bazilarmin ise kendilerine yakin diploidlerin genomlarinin katlanmasi ile olusabilecekleri

belirtilmistir (Stewart ve Ellison 2015).
2. 5. Dactylis Kaynak Taramalari
2. 5. 1. Sitogenetik calismalar

Davies (1927) Dactylis glomeata subsp. glomerata’nin kromozom sayisini, 2n=4x=28
olarak saymigtir. Levan (1930), Kattermann (1930) ise Dactylis aschersoniana Graebn. ve D.
glomerata subsp. aschersoniana (Graebn) Thell.”in kromozom sayilarini, 2n=14 olarak rapor
etmislerdir. Diploid ve tetrapoliploid bitkilerin bir arada bulunduklar1 ve aralarinda gen akisi
oldugu belirtilmistir. Ornegin dogadan toplanan D. aschersoniana (diploid) ve D. glomerata
(tetrapoliploid) hibritlerine ait bitkilerden bazilarinin kromozom sayilari triploid (2n=3x=21)

bulunmustur (Levan 1930).

Mintzing (1933)’e ait ¢alismada, Dactylis glomerata ve bir kiiltiir g¢esidine ait
bitkilerde mayoz bolinme incelenmistir. Tetrapoliploid bitkilerde, mayoz boliinme sirasinda
quadrivalent eslesmelere siklikla rastlandigi, kromozom sayilarinda indirgemeler oldugu
belirlenmistir. Ornegin incelenen 19 polar durumlu mayoz metafaz plaginda, hiicre basina
diisen quadrivalent eslesme sayisi 3.5 bulunmustur. 25 hicrede ise quadrivalent sayisi
ortalamast hiicre basina 3.0 bulunmustur. Genel olarak kromozomlarda bivalent eslesmelerin
daha fazla oldugu, univalent ve trivalent eslesmelerin ise ¢ok az oranlarda oldugu rapor
edilmistir. Krozomlarin polar durumlu oldugu hiicrelerde zikzag sekilli quadrivalent sayisi,
kromozomlar1 kenar durumlu olanlara gére daha fazla bulunmustur. Incelenen popiilasyon
icinde kromozom sayis1 27 ile 31 arast aneupoliploid bitkiler gdzlemlemistir. Sonug olarak
Dactylis glomerata bitkisinin sitolojik olarak istikrarli olmadigi sonucuna varilmistir. 27
kromozomlu bitkide bir kromozomun eksikligi, univalent, trivalent ve quadrivalent frekansini
artirmigtir. 29 kromozomlu D. glomerata bitkisinde, gametlerin yarisina yakini fazla sayida
kromozoma sahip ¢ikmistir. 14 ve 15 kromozomlu gametlerin orani yaklasik olarak 65:35
oraninda bulunmustur. Bagka bir bitkide fazla sayidaki kromozomun biyuk oranda elimine

oldugu gorilmiistiir. Bu durumun olugmasi, mayoz bdliinme sirasinda kromozomlarda
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gorillen multivalent (genellikle univalent olmasi, nadiren trivalent veya quadrivalent)

eslesmelere baglanmistir.

Diploid (D. aschersoniana) ve tetrapoliploid (D. glomerata) Dactylis popiilasyonlari,
poliploidi durumlari, birbirleri ile olan iligkileri ve dollenme biyolojileri {izerine genis ¢apl
bir aragtirma yapilmistir. 4x ve 2X formlarmin baz1 bolgelerde simpatrik olup,
kromozomlarmin etkilesimi sonucu dogal triploidlerin olustugu, kromozomal ve morfoljik
benzerliklerden faydalanilarak, glomerata ve aschersoniana genomlariin homolog 6zellikler
tasidiklar1 sonucuna varilmistir. Arastirmaci g¢alismasinda Dactylis glomerata subsp.
glometrata ait populasyonlarda 2n=27, 28, 30 kromozomlu bitkiler gézlemlemis ve Dactylis
glomerata subsp. glometrata popiilasyonlarinin genel olarak %10 oraninda aneupoliploidi
gosterdiklerini rapor etmistir. Ayrica bu bitkilerin fertilitelerinin az oldugunu da eklemistir.
Mayoz bolunmede, incelenen bazi bitkilerde, hiicre basina ortalama 4.58 gibi yiksek bir
oranda trivalent eslesme durumu belirlenmistir. Bu sonuglara dayanilarak tetrapoliploid
Dactylis formlarinin, direk diploid formlardan, indirgenmemis gametlerin katlanmasi sonucu
olustuklar1 aktarilmistir. Tetrapoliploid bitkilerdeki morfolojik farkliliklarin sebebi ise
poliploidiye (kromozomal farkliliklara) baglanmistir. Ayni ¢alismada 3 adet diploid subsp.
aschersoniana bitkisi lizerinde mayoz boliinmeye iliskin asagidaki farkliliklar saptanmistir.
Incelenen bitkilerden birtanesi %88.7 oranminda fertil polen olusturmustur. Ayni bitkinin
mayoz metefaz asamasinda 7 kromozomlu bivalent eslesmeler yaptigi ve anafazda I’de
kromozomlarin kutuplara 7-7 seklinde diizenli ayrildig1 goriilmiistiir. Incelenen hiicrelerden
71 tanesi 7 bivalent, 2 tanesi 6 bivalent ve 2 tanesi univalent eslesme gostermistir.
Aneupoliploidi gbzlemlenen ikinci bitkide ise polen fertilitesi yiiksek bulunmus, mayoz
boliinmenin diizenli oldugu sdylenmistir. Ugiingii bitkide polen fertilitesi ortalama %47
oraninda bulunmustur. Ek olarak homolog olmayan kromozomlar arasi bir adet
translokasyona rastlanmistir (heterozigot translokasyon). Bu sonuca kiazma noktalarinin
frekans farkliliklarina bakilarak ulasilmistir. i1k iki bitkinin kiazma frekanslar1 birbirine yakin,
Uclingu bitkinin bir preparatinda ilk iki bitkininki ile aym fakat baska prepatinda yiiksek
¢ikmistir. Bu bitkide 4 kromozom kismen homolog bulunmamistir. Dactylis Orneklerinde
genellikle terminal durumlu bir veya iki kiazma noktasinin olusumundan bahs edilmistir.
Aragtirmaci kromozomlarda goriilen bu farkliliklarin ¢evresel kosullardan veya kismi polen

fertilitesinden kaynaklanabilecegini aktarmistir (Miintzing 1937).
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Mintzing (1943)’¢c ait baska bir ¢aligmada, 198 Dactylis glomerata subsp. glometrata
Klonu (kardes bitkiler) fenotipik ve sitolojik oOzellikleri agisindan degerlendirilmistir.
Klonlardan 2 tanesi haploit kromozomlu (mayoz) bulunmus, bu bitkilerin anterlerinin
dejenere oldugu ve morfolojilerinin farkli oldugu belirtilmistir. Ancak bu iki bitkinin somatik
kok hiicrelerinde kromozom sayis1 14 olarak sayilmistir. Bu bitkilerde inceledigi morfolojik
oOzellikler, tetrapoliploidlere oranla olduk¢a indirgenmistir. Bu durumdan hareketle morfolojik
farkliliklar ile kromozom sayilar1 arasi iligki kurulabilecegi soylenmistir. Ayni1 zamanda farkli
morfotiplerin olusumunun kromozomlardaki resesif mutasyonlara bagli olabilecegi de

eklenmistir.

Dactylis glomerata klonlarina ait agikta tozlasan hatlar mayoz boliinme davraniglari
bakimindan incelenmistir. Her bitkiye ait sporosit basina ortalama 21 diakinez evresi kiazma
sayist bakimindan degerlendirilmistir. 20 bitkilik (I1) 1. kusak ddllerde mayoz diakinez
evresinde kromozom basina yar1 kiazma goriilme orami ortalama 1.71, ayni parametre
ebeveyn bitkilerde 1.78 olarak hesaplanmistir. I bitkilerinde bu oran 1.35 ve 1.90 arasinda
cesitlilik gostermistir. Bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. 6 bitkiden olusan
2. gurupta, ebeveynler i¢in kiazma sayis1 1.77, doller i¢in ise 1.82 bulunmustur. Bitki bagina
28 sporosit hicre, diakinez evresinde quadrivalent olusum sikligi 2.62-4.91 araliginda
bulunmus ve bu durumun kalitilabilir oldugu sdylenmistir. Kendileme sonucu olusturulmus
26 bitkide, ortalama kiazma frekans cesitliliginin quadrivalent frekansini %35 oraninda
etkiledigi, quadrivalent olusum sikliginda baska faktorlerin de etkili olabilecegi belirtilmistir.
Bu faktorler 2 veya daha fazla genin ayrigmasi, kromozomal diizenlemeler veya her iki
faktoriin kiigiik eklemeli etkileri olabilir. Kendilenmis hatlarda mayoz diakinezinde tnivalent
yapilarin goriilme sikligi ebeveynlerine gore 3 kat fazla bulunmustur. 8 adet ebeveyn bitkide
bu oran %3-24 rasinda iken I hattinda bu oran %0,78-97 araliginda bulunmustur. Ayni
zamanda cekirdekgikli tetrat orani bakimindan c¢alisilan Domuz ayrigi bitkilerinde 6nemli
farkliliklar (varyasyon) oldugu, 1 veya 2 gekirdek¢ige sahip tetratlarin daha yaygin olduklar
bulunmustur. Tetrapoliploid bitkilerdeki en o6nemli dlzensizliklerden biri diakinezde
multivalent sekillerin goriilmesi olmustur. Agikta déllenen bitkilerde kromozom etkilesimleri
daha sik gergeklesmekte, bunlarin kendilenmesi sonucu olusan soylarda quadrivalent yapilar

cogalmaktadir (Myers ve Hill 1943).

Hekzapoliploid Dactylis bitkilerinin mayoz kromozom davraniglarini incelemek

amaciyla 24 bitkiden olusanl5’er tekrarli bir polikros denemesi kurulmustur. Farkli yillara ait
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tetrapoliploid ve hekzapoliploid bitkilere ait sitolojik bulgular ¢alisilmis, tiim bitkiler tarlada
bir arada yetistirilmistir. Ancak Karsilikli ¢aprazlamalar serada yapilmistir. Hekzapoliploid
bitkilerden 10 adet secilmis, asetokarmin ile polen ana hiicrelerinden yapilan preparatlar
mayoz davraniglart incelemek ic¢in kullanilmistir. Calismada mayoza ait kromozom
davraniglart diakinez, metafaz 1. anafaz I ve tetrat sathalari incelenmistir. G6zlemlenen
bulgular, 13 tetrapoliploid bitkiye ait parametreler ile karsilastiriimistir. Bitki basina ortalama
29 sporosit hiicresi diakinez evresinde incelenmis, sporosit basina quadrivalent yapilar
ortalama 2.57, multivalent olusumlar ortalama 3.41 bulunmustur. Eslesmelerin ¢ogu
hekzavalent, fakat baz1 bitkilerde siklikla oktavalentlerde goriilmiistiir. Trivalent ve univalent
eslesmelerin ¢ok nadir olduklart sdylenmistir. Bazi hiicrelerde ince kromatin ipliklerin 2 veya
3 kromozomu bir arada tuttuklart gozlemlenmistir. Bu yapilarin eslesme durumlarinin
anlagilmasiin zor oldugu vurgulanmistir. Kromozom bagina ortalama yar1 kiazma sayisi
1.66, buna karsilik diakinezde eslesmemis kromozom sayisi %0.90 oraninda bulunmustur.
Metafaz I, anafaz I ve telofaz II sathalarinda ayrilmama, kutuplara gitmede gecikme, tetrat
safhasinda fazla mikroniikleus yap1 olusumu gibi atipik diizensizlikler bulunmustur. Metafaz I
univalent yapilar ile anafaz I gecikmeleri frekansi ve tetrat olusum yiizdeleri arasinda pozitif
bir iligki hesaplanmigtir.  Tetrapoliploid o6rneklere ait yar1 kiazma noktalar
hekzapoliploidlerden farkedilebilir sekilde fazla gozlemlenmistir. Biitiin hekzapoliploid
orneklerde siireklililik arz eden diisiik oranlarda eslesmemis kromozomlar gézlemlenmis.
Nadirde olsa univalent yapilara, acikta tozlanan bitkilerde, serada yapilan melezlerde ve soy
ici hatlarda da rastlanmistir. En diizensiz mayoz 6zellikleri %55.4 oraninda 4’lii mikroniikleus
(tetrat) yapilar, birka¢ univalent yapt (%0.70 kromozom eslesmemis) acikta tozlanan
bitkilerde bir istisna olarak kayit edilmistir. Fakat biitiin durumlarda sinaps tamamlanmaistir.
Karsilikli ¢aprazlar hekzavalent yapilar olusturmustur. Hekzavalent bitkilerde hekzavalent
eslesmeler gorece fazla ve karsilikli kromozomal etkilesimler cok sik gézlemlenmemistir.
Gozlemlenen multivalent yapi tetrapoliploid quadrivalent ortalamasina yakin bulunmustur.
Karsilikli caprazlamalarda multivalent oran1 diismiistiir. Genel olarak sera ¢aprazlari ve agikta
yetistirilen bitkilerin doéllerinde mikronlkleus yapilarin azaldigr goriilmiistiir. Hem
hekzapoliploid hem de ¢aprazlarda yar1 kiazma olusma siklig1 ile 4’lii mikroniikleus olusum
yiizdesi aras1 negatif bir iliski belirlenmistir. Kendilenmis hatlar disinda mikroniikleus
olusumu ve multivalent olusum siklig1 arasi iliski 6nemsiz fakat kendilenmis hatlarda negatif
bir iliski bulunmustur. Tarlada yetistirilen (acik tozlanan) hekzapoliploid bitkilerde 2 bitkiye
ait tohumlar ¢imlendirilmis ve her birine ait 6 bitkide mitotik kromozomlar sayilmis ve bazi

orneklerde, kromozom sayist 2n=35 (aneupoliploid) bulunmustur. Bu durumun; (1) n=21
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kromozomlu bir yumurtanin, n=14 kromozomlu bir polen ile déllenmesi, (2) aneupoliploid
disi gametin eupoliploid polen ile (n=21 veya 14), (3) iki aneupoliploid indirgenmemis
gametin birlesmesi ile olusabilecekleri, soylenmistir. Calismada hekzapoliploid dollerin
mayoz davranislar1 karsilikli ¢aprazlama sonucu yetistirilen tetrapoliploid ddller ile
karsilstinnlmistir.  Mayotik  duzensizliklere ait korelasyon katsayilart  hesaplanmus,
hekzapoliploidlerde belirlenen mayoz anormalikleri ile tetrapoliploid bitkilerinki benzer
bulunmus, 6zellikle kendilenen hatlar yiiksek oranlarda diizensizlikler gostermistir. Erken
sathada olusan ayrilmama olaymin, mayoz diizensizlikleri etkiledigi soylenmistir.
Hekzapoliploid soylarda %0-33 oraninda aneupoliploidi gozlemlenmigken, agikta tozlanan
tetrapoliploidlerde %11 oraninda aneupoliploidi gézlemlenmistir. Hekzapoliploidlerde kiazma
frekansi, multivalent frekansi, diakinez asamasinda univalent sayis1 ve mikrontikleus sayisi
gibi parametreler birbirleriyle iligkilendirilerek, mayoz davranislari hakkinda karsilastirmali
bilgi elde edilebilecegi sOylenmistir. Yine telofaz II de mikroniikleus yapisinin bize mayotik
bolunmenin diizgiin gerceklesip gerceklesmedigi hakkinda saglam bilgiler sunacagi
aktarilmistir. Hekzapoliploid bitkilerin mayoz davraniglan ile ilgili bu ¢alisma bulgularinin,
bitkilerin  otopoliplidizasyon sonucu olustuklarmi  destekledigi ileri  siirtilmiistir.
Hekzapoliploidler ile tetrapoliploidlerin mayoz anormallikleri benzer, fakat hekzapoliploid ve
baz1 kendilenmis tetrapoliploid hatlar diakinez evresinde de farkedilir sekilde univalent
kromozom durumlari gostermistir. Diakinezde univalent yapi olusmasi, kromozomal
farkliliklar ve eslesme icin olusan rekabet, en biiyiik sebepler olarak gosterilmistir.
Hekzapoliploid ve bazi kendilenmis hatlarda diisiik kiazma sayisi, diakinezde olusan
univalent sayist ile ¢ok yakin iliski gostermistir. Bu durumun diger tetrapoliploid
koleksiyonlarda goriilmedigi belirtilmistir. Dogal kosullarda hekzapoliploid bitkiler ile
tetrapoliploid bitkiler arasinda gen alis verisi i¢in kesin bir bariyer olmadigi belirtilmistir.
Tetrapoliplid Dactylis ornekleri tizerindeki genetik ve sitolojik ¢alismalar, muhtemelen iki
poliploidi seviyesinin otopoliplidizasyon sonucu olustugu yoniinde kanitlar sunmustur. Bu
durumda iki formun genotiplerinin birbirine ¢ok yakin olmasi gerekmektedir. Bu calisma
sonuglarma gore, hekzapoliploid formlarin indirgenmis veya indirgenmemis gametlerin
birlesmesi sonucu olugsmus olabilecekleri 6ne siiriilmiistiir. Bu savi destekleyen kanitlarindan
biri, cesitli sayilarda kromozomal baglantilar (bivalent, quadrivalent ve hekzavalent)
olmasidir. Yine biitiin popiilasyonlarda diisiik kiazma frekansi, agik bivalent ve zincir
multivalent yapilar ile beraber goriilmiislerdir. Tarla kosullarida agikta tozlanan ve birinci
kendilenmis hatlarin oldugu calismada, kiazma frekansi ile 4’lii mikroniikleus olusumu

arasinda negatif korelasyon istatistiki agidan 6nemli, ayn1 zamanda kapali quadrivalent yapilar
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ile 4’lii mikroniikleus olusumu arasinda da negatif iligki 6nemli bulunmustur. Metafaz | de
goriilen univalent kromozom sayisina kiazma sayis1 diginda, baz1 diger faktorlerin de etkili

olabilecegi belirtilmistir (Hanson ve Hill 1953).

Irlanda, Akdeniz ve Amerika menseili 27 Dactylis populasyonu mayoz ozellikleri
bakimindan calisilmigtir. Mayoz I’de bitkilerde tinivalent olusum araligi, 1.3 ile 28 arasi
bulunmustur. Anafaz I’de geciken kromozomlar ve fragment olusumlar1 gozlemlenmistir.
Dactylis bitkilerinde, anafaz safthasinda geciken kromozomlar yabani formlarda kiiltiir
formlarina gore oldukga yiiksek ve geciken kromozomlarin ¢ogu kromatit tipte bulunmustur.
Turkiye’den alinan materyalde g¢ekirdekgikli tetrat orani1 %5.5 olarak bulunmustur. Dactylis
ornekleri aras1 yapilan eslesmeler sonrasi incelenen mayotik 6zellikler, bivalent eslesmelerin
cogunlukta oldugunu gostermistir. Anafaz I sirasinda goriilen kromozomal koprilerin sebep
oldugu kromozom gecikmelerinin, crossing-over, heterozigot inversiyonlar veya

translokasyonlardan kaynaklanabilecegi soylenmistir (Curran 1961).

Avrupa’nin Akdeniz ve kuzey bolgelerinden toplanan tetrapoliploid Dactylis ve
hibritleri ile diploid aschersoniana, woronowii, lusitanica, judaica, santai ve bunlardan
olusturulan woronowii X aschersoniana, woronowii X lusitanica, aschersoniana x lusitanica
hibritleri tizerinde sitolojik ¢alismalar yapilmistir. Calisilan Dactylis  koleksyonunda
hekzapoliploid popiilasyonlar da bulunmaktadir. 460 tetrapoliploid bitkiden sadece %3.2
oraninda aneupoliploid bitki belirlenmistir. Ozellikle diploid Dactylis 6rneklerinde ekstra (B)
kromozomlar fazla bulunmustur. Diploid ve onlarin hibritlerinde mayoz bélinmenin metafaz
I sathasinda bivalentler kutuplara esit oranda dagilmistir. Hiicre basina kiazma olusum
ortalamasi diploid taksonlarda, aschersoniana’da 10.60 - 12.40, lusitanica’da 10.95 - 13.68
ve aschersoniana x lusitanica hibridinde 11.68 - 12.44 araliklarinda bulunmustur. Ayni
zamanda, glomerata ve hispanica taksonlari ve hibritlerinde de quadrivalent eslesme
formasyonu frekanslari onemli farkliliklar gostermistir. Tetrapoliploid ve hibritlerini
karsilastirmada kiazma noktalarinin olusum sikligindan faydalanilamamistir. Bununla beraber
taksonlarda kiazma frekansi ile quadrivalent eslesme frekansi arasinda yiiksek (r = 0.712),
hibritlerinde ise diisikk (r = 0.198) korelasyon belirlenmistir. Tetrapoliploid populasyonlar
arasinda kiiclik kromozomal farkliliklar belirlenmistir. Bu sonuca dayanilarak kiazma frekansi
disinda, 6rnegin kromozom farklilagsmasi gibi bir etmenin hibritlerdeki quadrivalent yapi
olusum sikligmi azaltabilecegi sOylenmistir. Dogal hekzapoliploid popiilasyonlarda

kromozom eslesmelerinin diizenli fakat cesitlilik gosterdigi bulunmustur. Ayn1 zamanda
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eskimis tohumlardan (¢imlenme kapasitesi azalmis) elde edilen bitkilerin bazilarinda
kromozomal translokasyon olusumuna dair kanitlar (kirilmalar ve yeni birlesimler) oldugu,

eskimis tohumlarin kromozomal mutasyonlara sebep olabilecegi de aktarilmistir (Jones 1962).

Domuz ayrig: bitkilerinin mayoz davranislarina agiklik getirmek amaci ile diploid ve
tetrapoliploid subsp. lusitanica bitkileri karsilikli caprazlanmistir. Ayrica diploid bitkiler hem
kendilenmis hem de aralarinda eslestirilmistir. Melezlemeler sonucunda olusan déllere ait
polen 6zellikleri incelenmistir. Calismada serada yapay 1s1k altinda yetistirilen bitkilerden,
Mart- Mayis arasi toplanan anter drnekleri, kiiclik pargalara ayrilmis, ezilen anterler bir gece
3:1 etil alkol-asetik asit igerisinde fikse edildikten sonra, %70’lik etil alkolde saklanmuistir.
Daha sonra asetokarmin ile ezme preparatlar hazirlanmis ve F1 bitkilerine ait mayoz
Ozellikleri incelenmistir. Farkli c¢aprazlamalar sonucunda elde edilen 4 subsp. lusitanica
bitkisinde bariz anormallikler gozlemlenmistir. Bu bitkilere ait bazi anormallikler
kendilenmenin giderilmesi ile normallesirken, mayotik anormalliklerin ¢ogu kendilenme

depresyonuna bagli, indirgenmemis gamet olusumunun sonucuna baglanmistir (Shah 1964).

26 Dactylis genotipi sitolojik aragtirmaya tabi tutulmus, bu genotiplerde en yaygin
eslesmenin bivalent, eslesmelerin halka (6.47) ve ¢ubuk (1.67) seklinde oldugu saptanmastir.
Sonra azalan bir sekilde quadrivalent, {inivalent ve trivalent yapilar gézlemlenmistir. Hatta bir
hiicrede 14 halka bivalente rastlanmistir. Anafaz 1 de kopri ve fragment olusumlari
gozlemlenmis fakat geciken kromozomlar daha ¢ok kromatit yapida goriilmiistiir. Mayoz
boliinmenin profaz I evresinde kromozomlar diizenli eslestiginde, anafaz I de de kutuplara
dagilmalarin ¢ogunukla diizenli gerceklestigi gozlemlenmistir. Bivalent eslesmelerin
guadrivalent eslesmelerden daha yaygin olmasi, farkli genomlarin tercihli eslesme

yapabilecekleri seklinde yorumlanmustir (Lentz ve ark. 1983).

Polonya dogal florasindan 3 farkli lokaliteden toplanan Dactylis gloromerata subsp.
aschersoniana (Graebner)n Thell. (2n=14) popiilasyonlarina ait kromozomal yapilar Giemsa
heterokromatin bant boyama yontemi ile ¢alisilmistir. Her 6rnege ait 10 mitoz metefaz
hiicresine ait kromozomlarin aritmetik ortalamasi, standart sapmasi, standart hata ve
varyasyon katsayist hesaplanmis, devaminda 3 populasyona ait haploit bant karyotipleri
hazirlanmistir. Her ti¢ 6rnekte, l. kromozom median sentromer durumlu, kromozomun uzun
kolunda gorece biiyiik bir satelit yap1 ve kisa kolunda terminal durumlu heterokromatin bant
tespit edilmistir. II. kromozom median sentromer durumlu, uzun kolunda sentromere yakin

koyu boyanan heterokromatin bir banda sahip bulunmustur. Yine uzun kolda gorece biiyilik
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bir satelit goriilmiistiir. III. kromozom median sentromerli, satelitsiz ve heterokromatin bant
bulundurmamaktadir. IV. kromozom submedian sentromerli ve uzun kol telomerik bir bant
bulundurmaktadir. Ancak 1. popiilasyonda bu bant gorece daha biiyliktiir. V. kromozom
submedian sentromerli kisa kolda kiicliik terminal bir bant bulunmaktadir. Yine 1.
populasyonda bunun biraz daha biiyiikk oldugu gorilmektedir. VI. kromozom submedian,
bantsiz ve en kiiciik submedian sentromerli bulunmustur. VII. kromozom haploit kromozom
setinin en kii¢iik median sentromerli kromozomu olarak hesaplanmistir. Kromozomun uzun
kolu genis ve yogun boyanmis bir heterokromatin bant ve kisa kolu terminal, zayif ve kicuk
bir bant olmak Ulzere 2 banda sahip bulunmustur. Genel olarak 3 popiilasyona ait bant
karyotipleri bir birine benzemekte, ancak popiilasyon i¢i ve arasi incelenen &rneklerde
bantlarin yeri, yogunlugu ve uzunluklar az ¢ok farkliliklar géstermektedir. Arstirmact ayni
takson ile yapilan bir baska calisma ile kendisininkini kasilagtirdiginda, VII. kromozomun

bant 6zellikleri ile ilgili baz1 polimorfizimlerin oldugunu aktarmistir (Mizanty 1985).

B kromozomlari, birgok hayvan ve bitki tiirlinde belirlenmis olup, normal (A
kromozomlari) kromozomlarla birlikte bulunan ekstra (fazlalik) kromozomlar olarak
tanimlanmiglardir. Ozellikle yabanci tozlanan, poliploidi komleksine sahip bugdaygil yem
bitkilerinde daha ¢ok rastlandiklari bilinmektedir. B kromozomlarinin kalittmi Mendel
genetiginden sapmalar gostermektedir. Agrostis, Anthoxonthum, Bromus, Calamagrostis,
Dactylis, Deschampsia, Festuca, Koelaria, Lolium, Phleum, Poa gibi ¢im bitkisi cinslerinde
cogunlukla raslanmaktadir. Bunlarin disinda, Zea mays, Aegilops, Avena, Secale, Pennisetum
ve Sorghum cinslerine ait bazi tiirlerde de tespit edilmistir. B-kromozomlar1 bu tiirlerin ilkel
formlarinda, kiiltiire alinan bitkilerin ise yabani ve atasal formlarinda belirlenmistir (Jones ve
Rees 1982, Jones 1991, Palestis ve ark. 2004, Houben 2017). B kromozomlar1 bir cins
icerisindeki genetik ¢esitliligi artirmakta etkili olmaktadir. Cesitliligin artmasi bitkilerin
adaptastasyon yeteneklerini artirmast anlamina gelmektedir. B kromozomlar1 diploid
bitkilerde tetrapoliploid bitkilere gére daha etkindir. B kromozomlarinin etkisi pozitif veya
negatif yonde olabilmektedir. Eger B kromozomlar1 fazla ise bitkilerin canliligini ve
fertilitesini azaltabilmektedir. Eger sayica az iseler herhangi bir etkide bulunmayacaklar1 gibi
olumlu yonde de etki edebilmektedirler. Bu kromozomlarin bir sekilde A kromozomlarindan
kokenlendikleri, mayoz boliinme Oncesi, sonrast veya mayoz boliinme sirasinda

olusabilecekleri aktarilmistir (Jones ve Houben 2003, Palestis ve ark. 2004, Houben 2017).
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Dactylis cinsinde, normal kromozomlara homolog olmayan, en kii¢iik kromozomlarin
yar1 bliylikliglinde olan, submedian sentromerik durumlu, 1-12 say1 araliginda ekstra (B
kromozom) kromozomlarin varligi bildirilmistir. B kromozomlari, diploid D. g. subsp.
lusitanica, subsp. juidaica, subsp. castellata alt tiirlerinde saptanmistir. Tetrapoliploid alt
tirlerden D. g. subsp. glomerata ve subsp. hispanica’da gozlemlenmistir. Ayrica B
kromozomu sayilarinin ¢evre kosullarina gore degistikleri de aktarilmistir (Mizianty 1990,
1991a).

Dactylis taksonlart iizerinde yapilan, klasik kromozom boyama teknikleri sonucu
olusturulan karyotipler, cinsin kromozom uzunluklarinin ortalama 3-9 yum arasinda oldugunu
gostermektedir. Bu calismalarda ortak noktalar, cinse ait kromozomlarin genellikle median ve
submedian sentromerli durumda olduklar1 yoniindedir. Diploid genotiplerin kromozomlari 1,
2 veya 3 adet satelit tasirken, tetrapoliploidler 4 adet satelitli kromozom tasimaktadir. Cinse
ait taksonlarin kromozomlar1 hem kiicik hem de morfolojik olarak birbirlerine ¢ok
benzediklerinden, aragtirmacilarin ortak goriisli, klasik yollar ile yapilan c¢aligmalarin ¢ok
saglikl karyotipik bilgiler vermedigi yoniindedir. Bu yiizden klasik sitogenetik metotlar ile
yapilan ¢aligma sayist azdir (Mizianty 1985, Guignard 1987, Wetschnig 1991, Biiyiikbasar
2010).

Guignard (1987), subsp. glomerata, marina ve oceanica tizerinde yaptig1 kromozomal
caligmalar neticesinde, bu tetrapoliploidlerin kokeninin segmental allopoliploidi oldugu
sonucuna varmistir. Bu tetrapoliploid alt tiirlerin genomlari, 7 veya 8 metasentrik, 4 veya 5

submetasentrik, 1 veya 2 subtelosentrik kromozoma sahip bulunmustur.

Wetschnig (1991)’e ait ¢alismada 11 diploid Dactylis taksonuna ait kromozom sayisi
ve morfolojisi karsilastirilmis, taksonlara ait kromozomal bulgular idiogramlar ile sematize
edilmistir. Bu ¢alismanin Dactylis mitoz kromozomlarina ait en ayrintili ¢alismalardan biri
oldugu goriilmektedir. Sonuglar karsilastirildiginda bu 11 diploid takson temelde 3 guruba
ayrilmigtir. D. g. subsp. smithii, D. g. subsp. ibizensis, D. g. subsp. aschersoniana, D. g.
subsp. judaica, D. g. subsp. juncinella 1. gurubu olusturmustur. Bu taksonlarin idiogramlari
benzer olup hepsi 2 adet satelitli kromozom tasimaktadir. Satelitli kromozomlardan biri her
ornekte oldukga simetrik bir yap1 sergilemektedir. Diger kromozomlarda median sentromerli
olup, simetrik yap1 gostermislerdir. Bu grup i¢inde D. g. subsp. ibizensis ve D. g.subsp.
smithii’nin  kromozomal ozellikler bakimindan birbirine olduk¢a benzer olduklar

belirtilmistir. D. g. subsp. lusitanica ve D. g. subsp. santai 2. gurubu olusturmustur. Bu iki
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Ornege ait kromozom setleri sadece bir adet satelitli kromozom igermeleri ile karakterize
edilmiglerdir. D. g. subsp. parthiana ve D. g. subsp. himalayensis ise 3. gurubu olusturmustur.
Bu gurup 3 adet satelitli krromozom ve satelit tasiyan kisa kol uzunlugu ile diger gruplardan
ayrilmigtir. Geriye kalan D. g. subsp. mairei ve D. g. subsp. reichenbachii oldukga farkli
kromozomal ozellikler gdstermislerdir. ikisine ait karyotip benzerlikleri az bulunmustur.
Ikisinin de diger oOrneklerden ¢ok farkli birer satelitli kromozoma sahip olduklari
belirlenmistir. Sayisal verilere dayanilarak yapilan kiimeleme analizi, 1. gurupta D. g. subsp.
aschersoniana ile 3. gurupta D. g. subsp. himalayensis taksonlarinin daha Onceki
calismalarda, morfoloji ve kimyasal olarak oldukga benzer Ozellikler sergiledikleri, ancak
idiogramlarinin kayda deger farkliliklar gosterdikleri aktarilmustir. Incelenen 11 diploid
Dactylis orneklerine ait bazi 6nemli veriler asagidaki sekilde Gzetlenebilir. Satelit tasiyan
kromozom ¢ifti sayisi, 1, 2 ve 3 olup, bltun aksesyonlarda bu kromozomlar median sentromer
durumlu gozlemlenmistir. incelenen 11 diploid taksona ait haploit genomlardan, 5 taksonda 3
adet, 6 taksonda 2 adet kromozom submetasentrik sentromer durumlu bulunmustur. Hemen
hemen bitin taksonlarda birka¢ adet kii¢iik veya morfolojik olarak ayirt edilemeyen
kromozom varligindan sozedilmistir. Bazi1 taksonlarda satelit biiyilikliiklerinin ayirt edici

oldugu vurgulanmastir.

Galigya (Ispanya ve Portekiz) bolgesinde simpatrik alanlarda yasayan subsp. izcoi’e
ait diploid ve tetrapoliploid bitkilere ait mitoz kromozomlar1 karsilastirmak amaciyla,
dogadan toplanan tohumlar kullanilmigtir. Cimlendirilen tohumlara ait fideler 3. veya 4. kok
saplar1 verince kokleri hasat edilmistir. Kokler soguk distile su ile 6 saat on muameleye tabi
tutulmus, alkol asetik asit (3:1) ¢Ozeltisinde en az 3 saat fikse edildikten sonra, 60 C° de 10 dk
hidroliz edilmistir. 15 dk Feulgen ile boyandiktan sonra asetokarmin ezme yontemi ile
hazirlanan preperatlar mikroskop altinda gézlemlenmistir. Diploid bitkilere ait kromozomlar
tetrapoliploid kromozomlara gore daha fazla oranda metasentrik kromozom ciftine sahip
bulunmustur. Diploid karyotipe ait 7 haploit kromozomun 5’i metasentrik 2’si submetasentrik
iken, tetrapoliploid karyotipe ait 14 haploit kromozomun 8’i metasentrik ve 6’s1
submetasentrik durumlu belirlenmistir. Tetrapoliploid 6rneklerde 2. kromozom ¢iftinin 2.
homolji grubunda birer satelit belirlenirken, diploidlerde bu yapinin agikc¢a belirlenemedigi
sOylenmistir. Tetrapoliploid 6rnekte, 2. homoloji gurubunu olusturan kromozom ¢iftlerinden
biri metasentrik digeri submetasentrik kromozomlara sahip bulunmustur. Bu durum diploid
atanin submetasentrik kromozomlar tasimasi gerektigini diisindiirmiistiir. Ayni1 sekilde 7.

homoloji gurubunda (tetrapoliploid), ¢iftlerden biri metasentrik, digeri submetasentrik ve
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ciftlerin kromozom uzunluklarida farkli bulunmustur. Bu durumda diploid atanin metasentrik
kromozomlu olmasi gerektigi soylenmistir. Son olarak tetrapoliploid Orneklerin 1. grup
(homoloji) kromozomlarindan la ve 1b morfolojik olarak diploid bitkilerin 1. c¢ift
kromozomlarina benzerken, lc ve 1d farklihik gostermistir. Arastiricilar bant boyama
teknikleri kullanilmadigi i¢in bu sonuglarin kesin olmadigini belirtmiglerdir. Eger
tetrapoliploid subsp. izcoi bitkileri diploid atadan otopoliploidizasyon sonucu olusmuslar ise
kromozomlarinin  degisiklik  gostermemesi  gerektigi  belirtilmig, alternatif olarak
tetrapoliploidlerde goriilen bu karyotip farkliliklarinin, kismen otopoliploidi kismen bagka alt

tiirlerle melezlenmeleri sonucu olusabilecegi sdylenmistir (Lindner ve ark. 1999).

Erzurum iline ait 8 farkli lokalitede Domuz ayrig1 varliklari toplanmis ve somatik
kromozom sayimlari yapilmistir. Oltu ve Ulubag lokasyonlarina ait bitkiler ise mayoz
ozelikleri bakimindan incelenmistir. Her iki lokasyona ait 15 bitki her bitkiye ait 20 hiicre
mayoz Ozellikleri agisindan degerlendirilmistir. Kromozom sayimi yapilan tiim bitkiler 2n=28
kromozomlu bulunmustur. Metefaz I asamasinda en yaygin eslesme seklinin bivalent oldugu
(ortalama 8.37) bunu azalan sira ile quadrivalent (2.81), {inivalent (0.04) ve trivalent
eslesmeler (0.015) izlemistir. Halka yapili eslesmeler ¢ubuk yapili eslesmelerden fazla
bulunmustur. Her iki ekotiptede incelenen bitkilerde iinivalent sayis1 2’yi ge¢memistir.
Bivalent ve quadrivalent eslesmelerde tiim sekiller gozlemlenmistir. Ancak en fazla halka ve
cubuk sekiller gozlemlenmistir. Oltu orneklerinin %1.02°si 14 bivalente, %0.77°si 7
quadrivalente, Ulubag Orneklerinin %1.91°1 14 bivalente, %0.64’ti 7 quadrivalente sahip
bulunmuslardir. Incelenen anafaz I hiicrelerinde, ortalama %96.34 oraninda kromozomlar
diizenli dagilim gostermistir. Kutuplara ¢ekilmede gecgiken kromozom sayisi ve kopriilii hiicre
sayis1 ise az sayida saptanmistir. Incelenen tetradlarm %95.172’sinde ¢ekirdekg¢ik olusumu
goriilmemistir. Bu oran iinivalentli metafaz I hiicreleri (%1.99) ile anafaz I de geciken ve
koprii olusturan hiicrelerin (%3.66) diisiik olmasi ile dogru orantili oldugunu gostermistir.
Calismada B kromozomlarina ve aneupoliploidiye rastlanmamistir. Aneupoliploid bitkiler az
tohum tuttuklarindan ve vejatatif olarak gelisimleri zayif oldugundan (otlatma yapilan
yerlerde rekabet etme yetenekleri azalmig) zamanla vejatasyondan yok olduklari &ne
siiriilmiistiir. Incelenen hiicrelerin %98.582’inde quadrivalent eslesmelerin gézlemlenmesi ve
bazilarinda sadece 7 ¢ift quadrivalent olmasi, tetrapoliploid Domuz ayriginin otopoliploidi
sonucu olustuguna kanit olarak gosterilmistir. Son olarak tetrapoliploid bitkilerin tohum tutma
oranin yiiksek olusunun mayoz bdliinmenin diizenli olusuna baglanabilecegi vurgulanmistir.

Dogal genetik kaynaklar direk seleksiyon yoluyla 1slah programlarina alinabilecekleri gibi,
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melezleme yoluylada istenilen karakterler kiiltiir ¢esitlerine aktarilabilir. Kiiltlir bitkilerinin
degisen cevresel ve biotik kosullara uyumu i¢in yabani gen kaynaklari bu yiizden ¢ok
degerlidir. Herhangi bir karakterin melezleme ile ticari ¢eside aktarilmasi veya yeni cesitler
gelistirilmesinde calisilan ebeveynlere ait sitolojik karekterlerin 6grenilmesi Onceliklidir.
Olusacak melez soylarin fertiliteleri ve verimleri diizenli gamet olusturmalarina baglidir. Ayn1
kromozom sayisina ve benzer morfolojiye sahip gametlerin olusturduklar1 hibritlerin bagari

sans1 daha ytiksektir (Tosun ve ark. 1999).
2. 5. 2. Ekolojik ve morfolojik cahiymalar

Yapay olarak diploid subsp. aschersoniana 6rneklerinden tetrapoliploid bitkiler elde
edilmis, bu bitkilerin morfolojik olarak tetrapoliploid subsp. glomerata’dan ziyade diploid
orneklere daha ¢ok benzedikleri agiklanmistir. Iran menseili diploid subsp. woronowii ile
diploid aschersoniana ile melezlenmis, olusan F1 déllerinin morfolojik olarak tetrapoliploid
Dactylis glomerata’ya benzedikleri  sOylenmistir.  Bu  sekilde Kuzey Avrupa
tetrapoliploidlerinin farkli diploidlerden kokenlenmis olabilecekleri sOylenmistir (Myers
1948).

Israil’de diploid ve tetrapoliploid bitkilerin birbirine yakin oldugu bir bdlgeden
toplanan 2000 bitkiden 27’sinin anterlerinin acilmadigi goriilmiistiir. Bu 27 bitkiden 15
tanesine ait kromozom sayimlar1 meristem kok hiicrelerinde yapilmis, bitkilerden 8 tanesi
diploid, 4’ tetrapoliploid ve 3’ triploid olarak belirlenmistir. Triploid bitkilerin morfolojik
olarak normal goriintimli, diploid ve tetrapoliploidlere benzedikleri gozlemlenmistir. Bu
triploid bitkilerin subsp. judaica taksonununa ait diploid ve tetrapoliploid formlarin hibridi
olabilecegi sonucuna varilmistir. Bagka bir lokasyonda 9 adet anter agmayan bitki goriilmiis,
bunlardan 4 tanesinin triploid oldugu anlasilmistir. Triploid bitkilerin anterlerinin agilmamasi
sebebi ile biiylik oranda erkek kisir olduklari anlagilmistir. Bu nedenle g¢alisilan ortamda
triploid oldugu bilinen 2 bitki tohum durumu i¢in isaretlenmistir. Bitkilerin tohum tutma orani
yaklasik %5 bulunmustur. Komsu diploid ve tetrapoliploid bitkilerin tohum tutma orani %25-
30 bulunmustur. iki bitkiye ait tohumlar ekilmis, tohum ¢imlenmelerinin diizenli olmadig,
bazi fidelerin (ince govdeli, ince ve kivrik yaprak) gelisimin erken safhasinda oldiikleri
gozlemlenmistir. Kurtulan bitkiler ise morfolojik ve fenolojik olarak ¢esitlilik gostermislerdir.
Bazilar1 normal gelisim gostermis ve ciceklenmis, bazilarinda ise cicek sap1 olusmamustir.
Triploid bitkilerin bazi dollerinde tetrapoliploid ve pentapoliploid genoma sahip bitkiler

gorulmistiir. Bu olay, triploid bitkilerin ¢ok sayida indirgenmemis yumurta hiicresi
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olusturmast ve bu gametlerin diploid veya tetrapoliploid gametlerce dollenmesi ile
aciklanmistir. Caligmalarda iki triploid ataya rastlanmadigindan, tetrapoliploidlerin diploid ve
triploid melezi olabilecegi vurgulanmistir. Tiim bu verilere dayanilarak triploid bitkilerin
diploid ve tetrapoliploid bitkiler arasinda gen akisinda 6nemli bir araci gérevi gordiikleri
belirtilmistir (Zohary ve Nur 1959).

Stebbins ve Zohary (1959)’ e gore cinsin evrimlesme siireci 3 farkli donemi
kapsamaktadir. Teritiary (Tersiyer), yogun iklimsel ve cografik degisimlerin oldugu dénemde,
diploid Dactylis formlari1 degisime ugramis ve farkli ekolojik nisler olusturmustur. Pleistocene
(Buzul ¢ag1 ve sonras1) zamanda, diploid formlar arasinda déllenme veya otoploidizasyon
sonucu tetrapoliploid formlar olusmus ve bu formlar kendilerine 6zgii ekocografyalarda
yasamaya baglamistir. 3. donem, insan ve bazi diger sebeplerden kaynakli ¢evresel kosullarin
degisimi sonucu, bazi formlarin yok oldugu, bazi formlarin yeni habitatlar edindigi donemi
ifade etmektedir. Yine bu donemde insanlar taksonlar arasi hibritleme caligmalar1 yaparak
farkli cesitler gelistirip bunlardan tarimsal agidan faydalanmislardir. Cinsin iiyeleri farkli
iilkelerin tarim sistemlerinde intriksiyon yontemi ile kullanilmaya baglanmistir. Boylece

Dactylis cinsi farkli kitalarda yayginlagsmaya baslamistir.

Dactylis iiyelerini simiflandirmada karsilasilan bir baska zorlukta, farkli poliploidi
seviyesine sahip olmalarina ragmen, morfolojik olarak birbirlerinden ayirt edilememeleridir.
Cogu bolgede diploid ve tetrapoliploidler ortak ekocografyalarda yetismektedir. Eger bu
taksonlar Uzerine sitolojik veya baska c¢aligmalar yapilmaz ise sadece fenotipik
karsilagtirmalarin bu taksonlar1 ayirt etmede ise yaramayacagi vurgusu yapilmistir (Nur ve

Zohary 1959, Borrill ve Lindner 1971).

Diploid subsp. judaica, Israil ve Liibnan’da cografik 6zellikleri bakimimdan ayrintil
calisilmistir. Nazareth ve Safad (israil) bolgelerindeki tepelerde subsp. judaica’nin hem
diploid hemde tetrapoliploidleri kayit edilmistir. Nazareth (Nasira) bolgesindeki yiksek
tepelerde diploidler tetrapoliploidlerce ¢evrilmis halde, diisiik yiikseltilerde ise tamemen
tetrapoliploidlerin yerlestigi gozlemlenmistir. Tetrapoliploid taksonlarin habitatlar1 karigik
yasayan popllasyon alanlarindan ¢ok uzakta bulunmamistir. Safad bolgesinde ise etkilesim
halinde olan diploid ve tetrapoliploidlerin olduk¢a genis bir alana yayildiklar
gozlemlenmistir. Calisma sonucunda su kaniya varilmistir: Dactylis bitkileri sirekli
bulunduklar1 alanin disina yayilma egiliminde olup, bu yiizden dagilimlarinda bir mozaik

durumu hakim goriinmektedir. Saha ¢alismasinda tetrapoliploid ve diploidlerin her 100 m’de
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bir yer degistirdikleri kayit edilmistir. Cogu durumda taksonlar arasi morfolojik farkliliklarin
saptanamadigi belirtilmistir. Fakat etkilesim halinde olan populasyonlarin kromozom
sayimlart sonucu farkli sitotipler igerdikleri saptanmustir. Arastiricilara gore kurakgil kosullar
ile tetrapoliploidlerin hibrid kokeni arasinda iliski bulunmaktadir. Buna dayanarak diploid
judaica ve woronowii’nin tetrapoliploidlerin genetik yapisina katki saglamis olabilecekleri
soylenmistir. Ornegin step kosullarinda gdzlenen subsp. woronowii popiilasyonlarmin
Israil’in kurak kosullarma uyum saglamis tetrapoliploid popiilasyonlara genetik katkida
bulunmus olabilecekleri ileri siirilmistiir. Yukardaki diploid ve tetrapoliploid
popiilasyonlarin fenotipik olarak benzer ozellikler sergiledikleri, ¢ogu durumda sitotipleri
birbirinden ayirt etmenin imkansiz oldugu sdéylenmistir. Ancak judaica ve woronowii’nin bu
katkiy1 beraber yapip yapmadiklari ile iligkili daha fazla kanit bulunmasi gerektigi
vurgulanmistir (Nur ve Zohary 1959).

Dactylis cinsine ait bir bagka kapsamli cografik ¢alisma, Giiney Asya’nin merkezi ve
Akdeniz bdlgesine ait 9 adet diploid Dactylis’in tanimlanmasi olmustur. Bu diploidler,
himaleyensis (Giiney Asya’nin merkezinde), reichenbachii (italya’nin kuzeyinde), judaica
(Israil’de), ibizensis (Belarus adalarinda), juncinella (ispanya’nin kuzeyinde), lusitanica
(Portekiz), santai (Cezayir’in batisinda), mairei (Cezayir’in dogusunda), smithi (Kanarya
adalarinda) adlari ile tanimlanmiglardir. Calismanin devaminda, 11 diploid ve ¢esitli hibritleri
mayoz bdliinme davranislari agisindan incelenmis, biitlin 6rneklerde mayoz boliinmenin
normal ve diakinez asamasinda 7 ¢ift (bivalent) eslesmenin oldugu belirlenmistir. Bununla
beraber diploid atalar ve bazi F1 hibritlerinin polen fertilitesi yiliksek iken diger Grneklerin
polen fertilitesi %50-80 oraninda diisiikk bulunmustur. Uygun kosullarda yetistirilen baz1 F1
hibritlerinin tohum tutma orani, elverisli olmayan kosullarda yetistirilen klonlarindan daha
diisik bulunmustur. Bu farkliliga ayn1 kosullarda yetistirilen anne-baba bitkilerinde
rastlanilmamistir. Sonug olarak diploid Dactylis alt tirlerinin genel olarak interfertil olduklar
ve aralarinda gen gegisleri yapabildikleri vurgulanmistir. Ayni ¢alismada, tetrapoliploidlerin
kolaylikla hibritlestikleri ve agilan dollerinde kisirlik kusurlarinin olmadigi séylenmistir. Ayni
durumun doga kosullarinda da gerceklestigi zira dogada tetrapoliploid subsp. glomerata ve
subsp. hispanica taksonlarinin habitatlarinin siklikla ¢akistigi veya bitisik bir durum arz ettigi
belirtilmistir. Arastirici, Dactylis’in tek tiirden olustugunu fakat diploid ve tetrapoliploid
olmak Uzere iki parallel seri alt tirden kdkenlenebilecegi varsayiminda bulunmustur (Stebbins
ve Zohary1959).
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Dogal panmiktik (rastgele eslesme) popiilasyonlarda letal genlerin varliginin
evrimlesme acisindan énemli oldugu vurgulanmustir. Bu olgunun varligi, Israil’de en yaygin
diploid alt tir olan Dactylis glomerata subsp. judaica ait 13 lokaliteden toplam 14 diploid
popiilasyon iizerinde arastirillmistir. Calisma 1slah amagh toplanan subsp. judaica
tohumlarinin yetistirildikten sonra ¢ok sayida beyaz yaprakli bitki goriilmesi {izerine, bu
olayin aydinlatilmasi igin yapilmistir. Arastirmada Dactylis glomerata subsp. judaica
bitkilerinde klorofil yetmezligine sebep olan ve bitkilerin fenotipik olarak albino gériinmesine
sebep olan letal genetik faktorler belirlenmeye c¢alisilmis ve polimorfizm dengelenmesi
(balanced polymorphism) ile olan iligkisi agiklanmaya g¢alisilmistir. Bu olguyu arastirmak
i¢in, her popiilasyona ait 100 bitkinin tohumlar1 ayr1 ayr1 hasat edilmistir. Bu tohumlar, her 3-
4 deneme istasyonu arast 15-20 m aralikli olacak sekilde boliinmiis deneme alanlarina
ekilmislerdir. Elde edilen bitki 6rnekleri, 2 pargaya boliinmiis, pargalar aras1 5-10 m, parca igi
ise 1-2 m’lik araliklar ile belirlenmis parsellerde yetistirilmislerdir. Farkli popiilasyonlarda
klorofil bozukluguna sebep olan genlerin frekansi, dol kontrolii amaci ile yetistirilen
heterozigot bitkilerin dogal yollarla belirlemesi ile hesaplanmistir. D61 kontrolii ile heterezigot
bitkileri belirlemek icin, her bitkiye ait tohumlar kisin serada ekilmistir. Cimlenmeden 3-4
hafta sonra fideler kontrol edilmis, yaprak rengi normal (yesil) ve albino (resesif letal gen
tagiyan bitkiler) bitkiler belirlenmis; dollere ait en az bir albino bitki gozlemlenmis ise
heterozigot klorofil bozuklugu faktorlerini tasidigi kabul edilmistir. Komsu parsel ¢iftlerine
ait heterozigotluk veya homozigotluk degerleri binomal test ortalamalarina gére kontrol
edilmistir. Test sonuclart homozigot ve heterozigot bitkilerin rastgele dagildigini, lokal bir
toplanma olmadigini gostermistir. Kendine kisirligin hakim oldugu Dactylis bitkilerinin bazi
soylar1, heterozigot bir bitki tarafindan dollenir ise polenler araciligi ile mutant bir gen
tasinmis olur. Boylece albino bitkiler homozigot resesif letal bir lokus tarafindan hasila
getirilmis olur. Arastirma bulgularma gore, biiyiikk ihtimalle Dactylis popiilasyonlarinin
habitatlarinda heterozigot bitkiler, klorofil eksikligine neden olan genler bakimindan
homozigotlara oranla daha fazla belirleyici olmaktadir. Bu durumla iliskili adaptif
polimorfizm kosullarina bagli klorofil eksikligine neden olan letal genler test edilen subsp.
judaica bitkilerinde agik¢a ortaya konulmustur. Bu sekilde heterozigot bitkiler belirlenerek
dogal sekilde albino gen tasiyan polen oraninin bulunabilecegi sdylenmistir. Letal gen tagiyan
bir polen heterozigot bir bitki stigmasi iizerinde ¢imlenirse homozigot albino doller
olusacaktir. Eger selektif bir bariyer yok ise gametlerin yarisi letal gen ve bitkilerin %25’i
albino olacaktir. Caligsilan Dactylis popiilasyonlarina ait doller arasinda %12-15 oraninda,

bazi lokalitelerdeki poulasyonlarda ise %30 varan albino bitkiler gozlemlenmistir. Ayni
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zamanda terra-rossa (kirmizi topraklar) topraklarinda yetisen bitkiler, rendzina (koyu
renkte killi ve kirecli topraklar) tipi toprakta yetisenlerden daha fazla albino bulunmustur.
(Apirion ve Zohary 1961).

Jones ve Borrill (1962), subsp. lusitanica, subsp. aschersoniana, subsp. woronowi,
subsp. santai diploid genotipleri ile subsp. glomerata, subsp. hispanica, D. marina
tetrapoliploid genotipleri arasinda yapay melezleme caligmalar1 sonrasi tetrapoliploid bitkiler
elde etmislerdir. Bunun igin, arastirmacilar once diploid ve tetreaploid bitkiler arasinda
caprazlamalar yapmis, olusan ara form triploid bitkiler ile diploidler arasinda geri melezleme

yaparak nihayetinde tetrapoliploid bitki elde etmeyi basarmislardir.

Isvecin giiney bélgelerinde dogal Dactylis aschersoniana popiilasyonlari toplanmistir.
Kromozom sayist 2n= 14 olan 10 adet bitki tarlaya aktarilmis ve sonrasinda kendileme
calismalar1 yapilmustir. 10 adet I1 soyu, pistil ve polen davranislari agisindan incelenmistir. Ilk
yil l1 ailesine ait tohumlar ¢ift kathh kagit torbalar icerisinde elde edilmis, saksilara ekilen
tohumlar, fide seklinde tekrar tarlaya aktarilmistir. I bitkileri elde edildikten sonra, tekrar
kendileme gergeklestirilmistir. Tozlagmadan sonra stigma iizerinde canli polen sayisini
bulmak i¢in mavi pamuk boyama yontemi kullanilmistir (cotton-blue technique). 10
populasyona ait bitkiler ile yapilan kendileme sonucunda, her basaga ait 25’den daha az
tohum sayilmistir. Yani bitkiler biiyilk oranda kendine kisir bulunmustur. Diger yillara ait
degerler de benzer bulunmustur. Polenlerin pistil lizerindeki davranislar1 incelendiginde,
bitun kendilemelerde stigma iizerinde ¢gimlenme &zelligini yitirmis polenler gézlemlenmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde diger ¢im bitkilerinde oldugu gibi, bagimsiz kalitilan ve
karsilikli etkilesim i¢inde olan, kendine kisirhi@i belirleyen 2 lokus durumunun Dactylis
aschersoniana iginde gegerli oldugu sdylenmistir. Uyusmazligin spesifitesi, pistil lizerinde
allelerin bagimsiz hareketi ile sporofitik, polenlerde ise her iki lokus etkilerini gametofitik
olarak gostermektedir. Ayrica incelenen 4 bitkiden, ikisine ait I; ddllerinde monohibrit
uyusmazlik kalittimi gézlemlenmistir. Calismada az oranda kendine dollenen bitkilerede
rastlanmistir. Kendileme ile elde edilen 2 familyada homozigotluk veya heterezigotluk ile
bagimsiz kalitilan S ve Z lokuslart arasi iligki bulunmamistir. Ayn1 zamanda daha 6nceki

uyusmazligin tek tarafli olarak azalmasi, kendileme sonrasi olusan mutasyonlara baglanmistir

(Lundgvist 1965).

Isveg’in giineyinde farkli bolgelerde 5 Dactylis glomerata bitkisi toplanmis ve somatik

kromozom sayis1 2n=4x=28 olarak belirlenmistir. Bitkiler korunakli paketlerde kendilenmis,
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elde edilen 11 dolleri ve ebevenler arasi test melezleri yapilmistir. 1961-1964 yillar1 arasinda,
I1 bitkilerine ait fideler tarlaya aktarilmis. 1963 yilinda test melezleri yapilmis. Polen canlilig
icin, tozlasmadan 24-36 saat sonra stigmalar cotton blue teknigi ile boyanmistir. Calisma
sonunda, kendileme sonucu olusan dollere ait polen canliligi, bu déllerin melezlerinden daha
az c¢ikmustir. Ii(tozlayici) ve atalari arasi tozlagsmada, I1 polenlerinin canliligi daha az
bulunmustur. Sonuglardan bazilart uyusmazlikla ilgili genlerle iligkili iken, tetrasomik
kalitimin karigikligi nedeni ile diger faktorlerin ¢alisilmadigi belirtilmistir. Bazi I soylarinda
uyusmazlik diallel kalittm gostermistir. Polenlerin stigma {izerinde ¢imlenme durumlar
uyusmazlik ile ilgili bilgiler vermistir. Kendilemeden sonra yapilan test melezi bitkilerine ait
polenler daha az ¢imlenmistir. I1 (tozlayici) ve atalar arasi melezlemede 11 polenleri daha az
fertilite gostermistir. Diploidi i¢in gegerli uyusmazlik durumlarinin tetrapoliploidi icinde
gegerli oldugu soylenmistir. Baz1 diploid bugdaygillere goére Dactylis 6rneklerinde kendine
uyusmazlik oranin yiiksek oldugu belirlenmistir. Kendine uyusmazliga sebep olarak, sf allel
sistemi, double (cifte) indirgenme, uyusmazlik ile ilgili lokuslarin bagliligi, uyusmazlik
genlerinin dominans1 gibi durumlarin etkili olabilecegi bildirilmistir. Bu gibi nedenlerin,

otopoliploid bitkilerde kars1 déllenmeyi zorunlu kildig1 vurgulanmistir (Lundgvist 1969).

Literatiir ¢alismalari, diploid (subsp. himaleyensis disinda) ve tetrapoliploid Dactylis
habitatlarinin bir birleri ile ¢akistigin1 veya ortak alanda yasadiklarin1 géstermektedir. Dogada
diploidler ekolojik ve cografik bariyerler ile birbirlerinden ayrilmis goriinselerde yine de
birbirleri ile tozlasma ihtimallerinin gz ardi edilmemesi gerektigi vurgulanmistir. Ornegin
diploid subsp. parthiana ve subsp. woronowii hibritlerine dogada rastlanilmistir (Borrill ve
Carroll 1969).

Sierra Nevada (Ispanya) ve Gorges de Kerrata (Cezayir) ait farkli lokasyonlarda
Dactylis popiilasyonlar1 toplanmis, toplanan 6rnekler ekolojik 6zellikleri agisindan ayrintili
incelenmistir. Diploid subsp. juncinella’nin morfolojik olarak ayirt edilebildigi ve Sierra
Nevada’nin yiiksek rakimlarinda yetistigi belirlenmistir. Bu alanlarda tanimlanan
tetrapoliploid subsp. hispanica 6rnekleri ise yaygin olarak bilinen hispanica formundan farkli
bulunmustur. Calismada lokasyonlar belirlenirken, yiikseltiler aras1 gegiste bu iki belirgin
taksonunun 6zellikleri referans alinmistir. Ornegin Kerrata’da, diploid relikt endemik subsp.
mairei 6rnekleri toplanirken bu 6zellik dikkate alinmistir. Calismada daha 6nce kayit altina
almmig diploid ve tetrapoliploid Dactylis taksonlarin iliskide oldugu alanlar tekrar

calisilmigtir. Toplanan tohumlar serada saksilarda c¢imlendirilmis kromozom sayimlari
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yapilmustir. Kerrata’dan kuzey yoniinde vadinin derin alt kesimlerinde, kirecli topraklarda
diploid Ornekler hakim iken, tetrapoliploidler Kerrata’ya yakin alanlarda, karigik
popiilasyonlar ise vadinin en dar 2 bolgesinden toplanmistir. Kerrata bolgesi bitkileri az
tohum vermistir. Ozellikle vadinin daralan alanlarinda diploid ve tetrapoliploidlerin yan yana
yasadig1r rapor edilmistir. Bu bitkiler ¢ogunlukla ayni vejetatif goriiniimde olmalarina ve
birbirinden birkag¢ santim uzakta olmalarina ragmen, kromozom sayimlar1 sonucu iki farkl
sitotip Ozelligi gostermistir. Kerrata bolgesinin dag platolarindan olustugu, yazin kuru akdeniz
ve kisin yagish iklim kosullarina sahip oldugu belirtilmistir. Bu iklimsel kosullarin tiirlerin
farklilagmasinda etkili olabilecegi sdylenmistir. Orneklerin toplandigi Kerrata vadisinin 350
m derinlikte oldugu, drneklerin ¢ogunlukla dar ve derin alanlardan toplandigi aktarilmistir.
Yazlarin sicak ve kurak oldugu bolgede, giiniin giinesli ve golgelik gectigi zamanlarin da
Dactylis dagilimini etkiledigi soylenmistir. Dactylis ornekleri, 6zellikle golgelik ve korunakli
ucurum kenarlarinda veya sel yataklarimin olusturdugu barinaklarda toplanmislardir.
Morfolojik olarak bazi ayirt edici 6zellikler, renk, tiiyliilik, yapragin disgli olup olmamasi,
bitki saplarinin tabanda dallanma yapmasi gibi saptanmis fakat sitotiplerin bu karakterler
acisindan buytik farkliliklar géstermedikleri aktarilmistir. Farkli kromozomlara sahip
sitotiplerin ¢icek agma zamanlarida ayni bulunmustur. Bu durumun hihridizasyon igin
elverisli olacag1 sdylenmistir. Genel olarak tetrapoliploidler bekgi hiicreleri, ligula uzunlugu,
yaprak uzunlugu ve sap uzunlugu acisindan kiigiik farkliliklar gosterselerde, bu karakterler
sitotipleri ayirt etmede ¢ok da kullanigli bulunmamaistir. Ayrica bu farkliliklarin cogu tek bitki
diizeyinde yaygin bulunmustur. Arastirmacilar, Kuzey Afrika ikliminin 10.000 yil 6nce
stirekli kotlye gitmesi nedeni ile subsp. mairei’nin toplandig1 alanlarda azalmis olabilecegini,
tetrapoliploidlerin ise bu alanlarda artigin1 aktarmislardir. Bu duruma dayanilarak, relikt
mairei habitatlarinin otopoliploidi igin iyi bir érnek teskil ettigini vurgulamislardir. Ornek
toplanan ikinci bdlge, Sierra Nevada (Ispanya) Granada yolu boyunca diisiik rakimlarindan
zirveye kadar farkli lokasyonlarda toplanan subsp. juncinella populasyonlarini igermektedir.
Her lokasyona ait bitkiler ayn1 morfolojik 6zellikler gostermistir. Temmuz baslarinda diploid
juncinella ve tetrapoliploid hispanica bitkileri tamamen basaklanmis, morfolojik
fakliliklardan dolay ikiside kolayca ayirt edilmislerdir. Diploid subsp. juncinella 2500 m alt1
rakimlarda, sist tabanli kayaclar iizerine yayilmis iri kaya parcasi veya c¢ikinti halinde
kayalarin olusturdugu bir arazide, kaya aralarinda veya catlaklarinda veya ince mikali toprak
gibi 6zel habitatlarda gozlemlenmistir. Orneklerin toplandigi bazi yerlerde yaz boyu kar
kiimeleri gérmenin mimkiin oldugu sdylenmistir. Bu tip alanlarda toplanan diploid subsp.

juncinella bitkilerinin, tabanda yogun fibril bir yap1, kaba ve odunsu gévdeler (stem), her biri
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kisa ve yogun bir basakla biten ince seritsi ¢icek saplari, basaklar ¢esitli sayilarda kiiglik
ciceklerden olusmus ince basakgiklara sahip bulunmustur. Glumeler gorece uzun kilgiklara
sahip, epidermal hiicreler olduk¢a uzun ve dar olarak belirlenmistir. Subsp. hispanica diploid
juncinella’nin yetistigi alanlarin disinda, 2500 m rakimin altinda 6zellikle kumlu topraklarda
toplanmistir. Bitkinin adapte oldugu yerler, zeytin agaglarinin bulundugu alanlar, kurakeil
alanlar, kumca zengin ve benzeri farkli habitat 6zellikleri sergilemistir. Morfolojik olarak
oldukga genis ve farkli oranlarda boliinmiis ¢igek yapisi ile dikkat ¢eken hispanica’nin, gigek
sap1 10 cm ¢ivarinda Ol¢tilmiistiir. Bitki kiimelenmis genis basakeiklar, gulumlar kisa kilg¢ikli
ve tabandaki internod uzunlugu ile karakterize morfolojik karakter ozellikleri sergilemistir.
Relikt diploid subsp. mairei 0zel habitatinda kendine benzer tetrapoliploidler ile beraber
gozlemlenmistir. Ozel korunmus bir habitatta diploid ve tetrapoliploidlerin bir arada yasamasi
otopoliploidiye kanit olarak degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, interpoliploid simpatrik
alanlarin 2 sekilde olusabilecegi kanisina varilmistir. Birincisi dogal habitatlarin degismesi ve
izole olmas1 sonucu morfolojik olarak farkli ve kismen ayr1 yasayan 2n ve 4n bitkileri karigik
yasamaya baslamak zorunda kalirlar. Ikincisi diploid habitatlarda otopolidizasyon sonucu
tetrapoliploidlerin olusmas1 ve bir arada yasamaya baslamalar1 seklinde yorumlanmustir.
Arkasindan farkli diploid ve tetrapoliploidler arasi hibridizasyon ile cinse ait gesitliligin
zamanla gelismis-olabilecegi Ongoriilmiistiir. Kerrata bolgesinden toplanan bitkilere ait
cimlendirilen tohumlardan triploid veya tetrapoliploid bitkiye rastlanmamuistir. Arastiricilar,
bunun sebebini az 6rnekle ¢calismaya baglamislardir. Ayn1 zamanda diploid bitkilerden direk
indirgenmemis gametler (2n) araciligiyla tetrapoliploid bitkilerin olusmast durumunun,
triploidler ile geri ¢aprazlanmasi sonucu olugsmasindan daha etkili oldugunu savunmuglardir.
Bir¢ok durumda c¢evresel faktorlerin kademeli degistigi, bu yiizden popiilasyonlarin dagilimi
ile ilgili degisimlerin ani gelisebilecegi tizerinde durulmustur. Bu gergeklikler g6z oOniine
alindiginda, her poliploidi seviyesinin kendi adaptasyonunu saglayacak sekilde evrildigi
soylenmistir. Diploid ve tetrapoliploidlerin herhangi bir alanda bir arada bulunmasi, formlara
ait kromozomlar arasi denge, ¢evresel kosullar ile diploid ve tetrapoliploidlerin kendi 6zel
durumlarina baglanmistir. Bu faktorlere kiigiik korunakli alanlarda yasayan diploidlerin
hayatta kalmasi i¢in poliploidi seviyelerini yiikseltmeleri boylece tetrapoliploidler tarafindan

sarilmalart da (parapatrik tiirlesme) eklenmistir (Borrill ve Lindner 1971).

Fransa alplerinde, tetrapoliploid Dactylis g. subsp. reichenbachii Alpin meralarin
giiney yiiziinde, 2000 m rakimlarda ve dolomitik topraklarda, D. g. subsp. glomerata ise 1900

m rakimlarda daha ¢ok sist toprak yapisinda olan mera alanlarindan toplanmistir. Her iki
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taksona ait 2’ser popiilasyon toplayan arastirmacilar, her popiilasyona ait 20 bitkinin
poliploidi seviyesini flow sitometri ile belirlemislerdir. Bu iki alt tire ait ara formlar ¢ok az
oranda ve smirh alanlarda goriilmiistiir. Bu duruma dayanarak, iki alt tiir aras1 morfolojik ve
fizyolojik farkliliklarin adaptasyon agisindan 6nemli oldugu sdylenmistir. Bu olguyu
arastirmak i¢in, iki 0rnege ait sera ve tarla caligmalar1 yapilmistir. Kardeslenme, ¢igeklenme,
tohum baglama gibi dzellikler arastirilmistir. iki taksona ait fenotipik, fenolojik (gigeklenme)
ve cografik kosullara bagl ekotipik cesitlilik ile genetik farkliliklar arast iliski
karsilagtirilmistir. Genetik ve ¢evre arasi interaksiyon istatistiki agidan énemli bulunmustur.
Farkli alanlardan toplanan tiim subsp. glomerata popiilasyonlar1 daha fazla kardes sayisina,
daha uzun yaprak ve bogum araliklarina sahip bulunmuslardir. Subsp. reichenbachii ise
ozelikle ¢igekli sap ve yaprak uzunlugu bakimindan tekdiize bulunmustur. Fakat subsp.
reichenbachii daha fazla tohum tutma oranina sahip bulunmustur. Calisma subsp.
glomerata’nin dolomitik topraklarda yaygin olmadigini, subsp. reichenbachii’nin ise daha
secici topraklarda yasadigini gostermistir. Bu sonuglara dayanarak; birbiri ile iligkili ayni
poliploidi seviyesine sahip, aralarinda potansiyel {iremenin olabilecegi, yakin habitatlarda
yasayan, fakat farkli morfolojik ve fenolojik 6zelliklere sahip taksonlarin, ¢evresel kosullara

bagl olarak farkli adaptasyon ve tlirlesme durumlar1 gosterebilecekleri soylenmistir (Gauthier

ve ark. 1998).

Avrupa’nin, Finlandiya, Polonya gibi bdlgelerinde yapilan ¢alismalar tetrapoliploid
taksonlarin diploid subsp. aschersoniana alt turt ile morfolojik olarak ¢ok benzer olduklarini
gbstermistir. Aym sekilde tetrapoliploid popiilasyonlar, Israil’de diploid subsp. Judaica,
Rusya, Ermenistan, Kazakistan bolgelerinde ise subsp. woronowii diploid alt tiiriine benzer
bulunmustur. Cografik dagilis agisindan cinse ait caligmalar incelendiginde, diploid ve
tetrapoliploid ekotiplerin bulunduklar1 ekosistemler ¢esitlilik arz etmekte, bu durum bitkilerin
morfolojik ©zelliklerine de yansimaktadir. Diploid taksonlar dar, birbirinden uzak, c¢ogu
endemik denilebilecek, ¢esitli ekocografyalarda vejetasyon gostermektedir. Diploid alt
tirlerden sadece subsp. aschersoniana alt tiirtine en fazla Avrupa merkezinde rastlanildig
sOylenmigstir. Fakat tetrapoliploid bitkilerin genis alanlarda ve ¢ogu zaman belirli sinirlarin
konulamayacagi ¢esitli ekocografyalarda yasam siirdiikleri belirtilmistir. Polonya’da genis bir
alanda vejetasyon gosteren ve tek diploid Dactylis olarak belirlenen subsp. aschersoniana’nin
aynt zamanda tetrapoliploid formlarinin da bulundugu belirtilmistir. Bu diploid ve
tetrapoliploid subsp. aschersoniana taksonlarinin morfolojik olarak birbirlerine ¢ok

benzedikleri fakat dikkatlice incelendiginde kiigiik farkliliklar bulmanin miimkiin oldugu
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sOylenmistir. Bahsi gegen sitotiplerin olusmasi i¢in diploid subsp. aschersoniana ile
tetrapoliploid subsp. glomerata veya diploid subsp. aschersoniana ile tetrapoliploid subsp.
slovenica arasinda melezlenmenin olabilecegi veya tamamen tetrapoliploid formlarin (subsp.
glomerata ya da subsp. slovenica) degisime ugramasi sonucu olusabilecekleri tahmininde
bulunulmustur (Mizianty 1990, 1991a, b).

Diploid Dactylis bitkilerinin indirgenmemis gamet olusum oranii belirlemek
amaciyla, 100 adet 4n X 2n gaprazina ait doller incelenmistir. Caprazlama sonucunda déllere
ait poliploidi seviyeleri kromozom sayimi, DNA miktarlar1 ise flow sitometri ile olgtlerek
belirlenmigtir. Doéllere ait polen caplart Olgiilerek 2n polen olusum sikligi belirlenmeye
calisilmistir. Ayrica caligmada farkli enzim lokuslarina ait atalar ¢aprazlanmis, elektroforez
araciligi ile dollere ait genotipler bu 6zellik agisindan da incelenmistir. Calisma sonucunda alt
tirlere bagl olarak test edilen bitkilerin %20-75’1 4n doller vermistir. Bitlin ¢aprazlama
sonuglar1 degerlendirildiginde, 2n polen frekansi %0.98 oraninda bulunmus fakat 6 genotipe
ait 2n polen frekansi farkli olarak, %8.04-14.35 oranlar1 arasinda ¢ikmistir. Polen cap1 alt
tiirler aras1 farklilik gostermistir. Popiilasyon igi ¢esitlilik, alt tiirler aras1 ¢esitlilikten daha
fazla bulunmustur. Takson i¢i polen boyutlarinin benzer olmalar ile tetrapoliploid nesiller
verip vermemeleri arasinda istatistiksel olarak ©Onemli bir fark bulunmamistir. Rastgele
belirlenen normal polen boyutu, her bir alt tlire ait gruplarda benzer ¢ikmus, bitkilerin

%70’inde 2n polen olusumu belirlenmistir (Maceira ve ark. 1992).

Ispanyanin Galigya bélgesinde diploid ve tetrapoliploid Dactylis popiilasyonlar
simpatrik halde yasamaktadir. Morfolojik olarak ayirt edilemeyen bu sitotipler arasi rekabet
yetenekleri test edilmis ve poliploidi olusumunun dogasi aydinlatilmaya c¢alisiimistir.
Galigya’nin merkezinde 2 lokaliteden birinde 60 adet 2x ve digerinde 60 adet 4x kok filiz
(fide) deneme bahgesine dikilmis, 5 yil boyunca ayni kosullarda yetistirilmistir. Her genotipe
ait bitkiler, en az 5 sira olacak sekilde 3 kere klon seklinde ¢ogaltilmistir. En son klonlamadan
sonra, ayni kosullarda yetistirilmis (iiniform) fideler 18x18 cm saksilara, dikilmis, poliploidi
seviyesi, bitki yogunlugu (iki yogunluk, saksilara 16 ve 36 bitki gelecek sekilde), genotip
etkisi, bitkilerin kiiltiir ortam1 (tek sitotip veya karisik), sitotip i¢i ve arasi rekabet gibi
degerler ile hayatta kalma arasi etkilesimler 6l¢iilmiistiir. Birinci yil diploid ve tetrapoliploid
orneklerin kardeslenme dinamikleri birbirine benzer 6zellikler gostermistir. Sezon sonunda
bitki basina kardeslenme sayisina, yogunluk (bitki yogunlugu) ve genotip etkisi istatistiksel

olarak ¢ok onemli bulunmustur. Her iki genotipte kardeslenme sayisi ilkbahar sonrasi

46



azalmis veya durmustur. izole bitkilerde yazinda kardeslenme devam etmistir. Iki y1lsonunda
tetrapoliploidlerin biomas agirligi diploidlerinkinden oldukg¢a yiiksek bulunmustur. Genotip,
bitki bagina kardeslenme ve biomas lizerine ¢ok dnemli derecede, bitki basina basak sayisina
ise onemli derecede etki etmistir. Her iki sitotipte, seyrek ortamda sik bitki ortamina gore ve
tek tip kiiltlir ortamindan karisik kiiltiir ortamina gére daha yiiksek oranda tohum vermistir.
Diploidler igin, sitotipler arasi yaris katsayisi sitotipler ici katsayidan dnemli derecede biyuk
cikmigtir. Tetrapoliploidler i¢in bu durum istatitiksel olarak Onemli ¢ikmamustir.
Tetrapoliploidlerin rekabet giigii yiiksek bulunmustur. Bu durum 2x ve 4x bitkilerin karisik
yetistigi ortamda 2x bitkilerin yillara gore artacak sekilde 6lmelerine veya ¢icek gelisiminin
durmas: ile sonuglanmistir. Izole ortam kosullarinda, tetrapolipoidler yogun bitki Ortamina
gore daha basarili biiylimiistiir. Tetrapoliploidlerin erken ilkbaharda hizli ilk yaprak¢ik ¢ikisi
direk poliploidi seviyesi ile iligkili bulunmustur. Bu sekilde diisiik sicakliga ragmen bitkiler
etkili bir sekilde fotosentez yaparak gelisimlerini siirdirmektedir. Tetrapoliploidlerin Gsttin
rekabet yetenegi poliploidilesme sonrast farklilasan genotip ile iliskilendirilmistir.
Tetrapoliploid bitkilerin iistiin rekabet giicli, kardeslerin ortalama agirliklarinin yiiksek olusu
ve Ozelliklede karigik kiiltiir ortamu ile iligkili bulunmustur. Tetrapoliploidler ayn1 zamanda,
daha yiiksek tohum agirligi, erken ilkbaharda hizli yaprak c¢ikisi ve erken ¢igeklenme
ozellikleri gdstermistir. Sitotipler arasi bazi farkliliklar poliploidi seviyesi ile iligkili
bulunmustur. Tetrapoliploidlerin rekabet gii¢lerinin fazla olusu tetrapoliploidlerin daha yaygin

ve genis cografyalara yayilabilmelerini agiklamaktadir (Maceira ve ark. 1993).

Dactylis glomerata L.’ya ait 9 diploid (2x) ve 5 tetrapoliploid (4x) alt tir karsilikli
(reciprocal) ¢aprazlanmistir. Elde edilen 3x ve 4x dolleri, erkek kisirlik ve bazi fenolojik
(ciceklenme siiresi, tohum tutma orani, tohumlarin ¢imlenme durumlari) 6zellikler agisindan
degerlendirilmistir. Calismada triploid doéllere ait ebeveynlerin genetik uzakliklar ile fertil
olmayan (kisir) ¢i¢eklerin olusum sikligi arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur. Bu
durumun yakin akraba alt tiirlerin olusturdugu triploid soylarda fertiliteye karsi bir secilim
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. 4X soylara ait parantel alt tiirler aras1 genetik uzaklik ile
fertil basak sayisi, polen yaymayan basak sayis1 ve steril bagak sayisi arasinda ve 3x soylara
ait fertil bagak ve fertil olmayan polen olusturan basak sayisi arasinda 6nemli bir baglanti
bulunmamuistir. 4n dollere ait basak veren bitkilerin %60°1 tamamen {iretken (fertil), %24 ise
tamamen verimsiz bulunmustur. Ureme yetenegine sahip 3x bitkilerden %63’ii erkek kisir,
%31 c¢esitli oranlarda fertil basaklara ve %6’s1 ise tamamen fertil basaklara sahip

bulunmustur. Meydana gelen hibrit bitkilerdeki erkek kisirligi poliploidi seviyelerine veya
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diploid atalarin cinsiyetine baglanmistir. Hibritlerin fertil olmasi durumunda, erkek kisirligt
her iki faktoriin de etkilesimine bagl bulunmustur. Disi bitki tetrapoliploid oldugu zaman,
vejetatif 4x bitki sayist 3x bitki sayisindan fazla bulunmustur. Ancak disi bitki diploid
oldugunda 4x ve 3x bitki sayist birbirine yaklagik bulunmustur. Fertil basaklardaki polen
canlilig1 (anter acan), polen yaymayan (anter agmayan) basaklardan, anter agmayan bitkilerin
polen canlilig: ise fertil olmayan bagaklardan ¢ok daha yiiksek bulunmustur. Ayni1 zamanda
fertil basaklarin tohum tutma orani diger iki duruma gore daha yiiksek ¢ikmistir. Ancak fertil
bitkilerin, polen yayan ve anterleri fertil olmayan bitkilere ait tohumlarin ¢imlenme
oranlarinda farklilik bulunmamistir. Bu yiizden melezleme sonucu 2n (indirgenmemis gamet)
gamet aracilif1 ile olusmus tetrapoliploidler, normal gamet ile olusmus triploidlerden daha
uretken bulunmustur. Korelmis veya polen yaymayan anterlerlere sahip 3x bitkileri erkek
kisir olup, anterleri diisiik polen canliligi ve agikta tozlasmanin oldugu kosullarda diisiik
tohum tutma kabiliyeti gdstermislerdir. Bu durumun muhtemelen erkek ve disi organlarda
mayoza bagli anormalliklerden kaynaklandigi belirtilmistir. Dahasi triploid bitkilerin
sayisinin ve iiretkenliginin disi bitkinin poliploidi seviyesine bagli oldugu goriilmiistiir. Bu
sonuglar interpoliploid tetrapoliploidlerin 2n gametler (indirgenmemis) araciligiyla olusmasi
durumunda; farkli poliploidi seviyesine sahip alt tiir veya popiilasyonlar arasinda cografik
engel bulunmuyorsa, aralarinda direk gen gecisi olabilecegini gostermistir (Sato ve ark.

1993).

Ispanya’nin Galicya bolgesinde D. glomerata’ya ait 3 alt tiirden bahsedilmistir.
Dactylis popiilasyonlarinin Galigya’nin kiyiya yakin bazi kesimleri disinda da yaygin
olduklar1 belirtilmistir. Yine bu popiilasyonlarin bulundugu bazi habitatlarin toprak tipi
acisindan sira dis1 (besince fakir, asitli, kayalik, ¢alilarla kapli veya ¢ok rutubetli topraklar)
ozellikler tasidiklari not edilmistir. Bunlardan tetrapoliploid subsp. glomerata’nin yayilis
alantyla iligkili kesin smirlar olmadig1 ve daha c¢ok diger taksonlar ile beraber calisildigt
bildirilmistir. Subsp. izcoi’nin hem diploid hem de tetrapoliploid sitotipler igerdigi ve asidik
topraklara adapte oldugu goézlemlenmistir. Her iki poliploidi seviyesinin morfolojik ve
cografik olarak benzer 6zellikler tasidiklar1 eklenmistir. Fakat tetrapoliploid bitkilerin erken
ciceklendigi, hiicrelerinin, yaprak kini ve bitki boyunun diploidlerden daha biyiik oldugu
aciklanmistir. Buna ragmen diploidler ortalama olarak daha kisa, agik renkli az sayida
yapraga sahip bulunmuslardir. Kardeslenme sayis1 fazla oldugundan, diploid subsp. izcoi’den
iki ¢esit gelistirilmistir. 4x subsp. izcoi ve 4x subsp. glomerata alt tirleri arasinda hibritler
goriilmiistiir. Kiyiya yakin bir bolgede subsp glomerata’ya ait bir populasyonun morfolojik
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olarak 4x izcoi’ye benzedigi aktarilmistir. Subsp. marina dogal tetrapoliploid popilasyonlar
ozellikle deniz kiyisinda goriilmistiir. Otunun hazmolabilirligi yiiksek bulunmustur. Bu
calismada Dactylis cinsinin siniflandirilmasinin  farkli poliploidi seviyesi ve 6zellikle
tetrapoliploidi seviyede serbest hibridizasyonun gergeklesmesinden dolayr zor oldugu
aktarilmigtir.  Tetrapoliploid subsp. izcoi popiilasyonlarinin  ekolojik  dagilimlar
diploidlerinden daha fazla bulunmustur. Diploid izcoi ve subsp. marina lokalisyonlarinin
onceden bildirilenlerden daha fazla oldugu agiga c¢ikartilmistir. Subsp. glomerata ve izcoi
arasinda oldukc¢a yakin morfolojik benzerlikler oldugu, alt tiirlerin farkli ekolojilere
adaptasyon amaglh hibridize olduklar1 bildirilmstir. Bu alt tiirlerin asidik topraklar veya
agaclik alanlarin otlandirilmasi amaci ile kullanilabilecegi belirtilmistir (Lindner ve Garcia

1997).

Dactylis glomerata subsp. izcoi’nin Ispanyanin kuzeyinde (Galigya) endemik oldugu
diploid ve tetrapoliploid sitotipler i¢erdigi bildirilmistir. Diploid populasyonlar dar alanlarda
ve kendilerine has ekocografyalarda toplanmistir. Cogu durumda kromozom sayimi
yapilmadan sitotipleri birbirinden ayirmanin c¢ok zor oldugu ancak dikkat edildiginde
diploidlerin geg¢ ¢icek agtiklar1 ve sindirimlerinin zaman aldigi bildirilmistir. Yine diploidlerin
soguga, Mastigosporium alblim ve nematotlara dayanikli oldugu, tohumlarinin daha kiigiik
oldugu ve bitki gelisiminin daha yavas oldugu bildirilmistir. Diploid bitkilerin toplandiklari
topraklar, fazla kis yagmurlar1 nedeniyle yikanmis ve asit karakter gdsteren, granit, sist ve
mikagist kokenli bulunmustur. Tetrapoliploitlerin bolge boyunca yaygin olduklari ve yayilici
olduklar: farkli habitatlara adapte olduklari gézlemlenmistir. Yeni bulunan diploid lokaliteler
daha cok ‘*Macizo Galaico-Duriense’’ adli dag silsilerinde, mese topluluklar1 etrafinda
belirlenmistir. Galigya i¢lerinde ise Erico-Ulicietalia (Ericion australis ve Ulicion nanae )

bitkilerinin olusturdugu fundalik alanlarda gézlemlenmistir (Lindner ve ark. 2004).

Samsun 19 May1s Universitesi Kurupelit kampiisiinde 7 lokalitede D. glomerata’ya ait
tohumlar toplanmis. Tohumlardan yetistirilen bitkiler tizerinde 2 yil siiren baz1 morfolojik ve
sitolojik caligmalar yapilmistir. Tohumlarin alindig1 bdlgelerin toprak karakterleri belirlenmis
ve bitkilerin toprak a¢isindan secgici olmadigr goriilmiistiir. Calisilan tarimsal karakterlerin
(tohum verimi, bin tane agilig1, tohum ¢cimlenme giicii) ¢esitlilik gosterdigi ve bu 6zelliginden
dolay1 Dactylis bitkilerinin 1slah programlarinda basari ile kullanilabilecekleri sdylenmistir.
Tohumlarin ¢ikis giicleri ortalama % 51.7- 65.9 arasi ¢ikmistir. Calisilan orneklerin hepsi

tetrapoliploid bulunmus, aneupoliploidiye veya B kromozomlarina rastlanmamaistir.
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Aneupoliploid bitkilerin tohum tutma orani ¢ok diisiik oldugundan, otlatmaya bagli, zamanla

vejetasyondan yok olduklari diistiniilmiistiir (Ayan ve ark. 2006)

Cezayir’de farkli bioklimatik ve ekolojik (kiy1 seridi, tepeler gibi) lokalitelerde 30
Dactylis populasyonu morfolojik ve sitolojik acidan degerlendirilmistir. Arastirmada gesitlilik
gosteren sayisal verilerin daha kolay anlasilmasi ve karsilastirilmas: igin (Principal
Component Analysis) coklu istatistik analiz yontemi kullanilmistir. Kromozom sayimlarina
gore, 30 6rnegin 12’si diploid, 18 ise tetrapoliploid olarak belirlenmistir. Diploidler mayoz
diakinezinde bivalent eslesmeler sergilerken, tetraploidler hem bivalent hem de tetravalent
eslesmeler sergilemistir. Analiz sonuglar1 calisilan boélgelerde tetrapoliploidlerin baglica 2
gurupta toplandigin1 gostermistir. Birincisini, deniz falezlerinde (yaliyar, kayalik deniz
kenar1) yayilim gosteren subsp. marina (Borrill) Greuter ve ikincisini, genel bir dagilim alnina
sahip subsp. hispanica (Roth) Nyman alt tiirleri olusturmustur. Ancak subsp. hispanica (Roth)
Nyman’a ait popiilasyonlarda bazi bitkiler farkliliklar gostermis, bu bitkiler subsp. glomerata
Hayek. olarak belirlenmistir. Bolgede daha 6nce 3 diploid alt tiir tanimlanmustir; subsp. santai
Stebbins & Zohary, subsp. castellata Parker & Borrill, subsp. mairei Stebbins ve Zohary. Bu
caligmada dar bir alanda yayilma gosteren subsp. mairei ve ¢ok sayida morfolojik farklilik
gostren subsp. santai diploid form olarak bulunmustur (Amirouche ve Misset 2007).

Farkli tohum bankalarindan temin edilmis 9 diploid ve bir adet yabani tetrapoliploid
Dactylis, bazi bitkisel ve tarimsal Ozellikleri ile karyomorfolojik 6zellikleri agisindan
degerlendirilmistir. Bitkisel ve tarimsal agidan, bayrak yapragi boyutlari, sap uzunlugu, ana
sap dal sayilari, habituslari, bag baglama ve cigeklenme zamanlari, bi¢gim sonrasi biiylimeleri
gibi 19 karakter karsilastirilmistir. Farkli alt tiirler, bu karakterler bakimindan farkli alt grup
ozellikleri gostermistir. Pearson korelasyon katsayilarmma gore bitki sap uzunlugu, bayrak
yaprak boyutlari, dal sayisi ve internod sayilart ile yiiksek ve pozitif iligki gostermistir.
Tetrapoliploid popiilasyonlar diploidlerden daha erken bas vermis yine bigimden sonra daha
hizli biiytimiistiir. Bitki yiiksekligi, internod sayisi ve ilk 3 internod uzunluklar yiiksek ve
pozitif iligki gostermistir. Bitki sap 6zellikleri ve bayrak yapragi boyutlar1 dikkate alindiginda,
diploid taksonlar, aschersoniana, himalayensis, parthiana, lusitanica, Galigya diploidleri bir
gurubu, castellata, judaica, santai, woronowii ise ikinci gurubu olusturmustur. Bu siralamada
diploidler Avrasya ve Akdeniz cografya oOzelliklerine gore ayrilmistir. Fakat diploid
lusitanica’nin  her iki cografya ozellikleri gosterdigi vurgulanmistir. Yine Avrasya

ekotiplerinde bas ¢ikarma ve ¢iceklenme siirelerinde farkliliklar belirlenmistir. Ornegin
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Galigya diploidleri ve parthiana bitkileri ayn1 gurupta yer alan aschersoniana, himalayensis
ve lusitanica bitkilerinden 10 giin ge¢ bas ve cicek olusturmuslardir. Ozellikle Akdeniz
ekotiplerinde bigim sonrasi biiylimenin c¢esitlilik gosterdigi sOylenmistir. Bu 6zellik Avrasya
ekotiplerinde 6zellikle aschersoniana ekotipinde belirlenmistir. Bitki uzunlugunun gesitlilik
gosterdigi fakat bu farkliliklarin morfo-cografik siniflandirmada ise yaramadig: belirtilmistir.
Biitiin diploid taksonlarin kromozom sayist 2n=14 bulunmustur. Sadece judaica alt tiriine ait
bir bitkide kromozom sayisi 2n=21 bulunmustur. Taksonlara ait karyomorfolojik 6zellikler
genellendiginde, kromozom uzunluklari, sentromer konumlari, sekonder yapilarin sayr ve
lokasyonlarmin hemen hemen ayni oldugu belirtilmistir. Simetrik Kkaryotipler g6z 6nune
almarak, calisilan diploidlerin hepsini karsilayacak sekilde 1m +3m* + 3sm karyotip formali
yazilmistir. Kromozom uzunluklarinin 2.83-4.47 pm araliginda Ol¢lilmistiir. Diploid
aschersoniana karyotipi standart alindiginda, 1, 2 ve 4. kromozom ciftleri median sentromerli
bulunmustur. Bu kromozomlar uzun kollarinda proksimal bolgede sekonder bogum varlig
gostermistir. 1. ve 2. kromozom ¢iftleri boy ve morfolojik olarak ¢ok benzer olduklarindan,
fotomikrograflarda ayirt edilememistir. Bu ylizden bu kromozomlarin homologlar1 ile
eslestirmeleri ve karyotipteki yerleri rastgele yapilmistir. 3. kromozom ¢iftininde median
sentromer durumlu oldugu geriye kalan kromozomlarin hepsinin submedian sentromer
durumlu olduklar1 belirlenmistir. 5. ve 6. kromozomlarin uzunluk olarak ¢ok az farklilik
gosterdikleri fakat 7. kromozom en kisa uzunluga sahip olmasiyla geriye kalan biitiin
kromozomlardan kolayca ayirt edilebildigi bulunmustur. Bir adet triploid judaica bitkisinin
varligi, triploid bitkilerin popiilasyon i¢inde n ve 2n (indirgenmemis) gametlerin
birlesmelerinden olusmus olabilecekleri seklinde yorumlanmistir (Falistocco ve Torricelli

2016).
2.5. 3. Molekuler cahismalar

Galler Bitki Islah1 Istasyonundan (Aberystwyth, Wales) ve 24 farkl1 lokaliteye ait 14
diploid takson ile o6zellikle Kuzey Afrika ve Avrupa menseli 41 tetrapoliploid (subsp.
glomerata, hispanica, marina,) popilasyondan olusan bir Dactylis kolleksiyonu
olusturulmustur. Bu alt turlerden subsp. glomerata sicak-1liman bolgelerden, subsp. hispanica
Akdeniz ikliminin etkin oldugu bdolgelerden, subsp. marina ise subtropikal iklimin etkin
oldugu deniz kiyilarindan toplanmistir. Calismada Dactylis cinsine ait poliploidi kompleksi
icerisinde filogenetik iliskiler molekiiler diizeyde arastirilmistir. Bunun icin oncelikle

kontrollii serada bitkiler yetistirilmis, bazi diploid ve tetrapoliploidler arasi melezleme ve
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kendilemeler yapilmistir. Orneklerden toplanan yapraklar ve polenler dimerik 6zellik gdsteren
Fosfoglikoz Izomeraz gen gesitliligini analiz etmek amaciyla kullanilmistir. Fosfoglikoz
[zomeraz enziminin 2 formu bulunmaktadir. Bu formlardan biri sitoplazmada digeri
kloroplastlarda bulunmaktadir. Form I iinitesi kloroplast, form II iinitesi ise sitoplazmik tip
olarak adlandirilmaktadir. Polenlerden sadece form II enzim alt initeleri elde edilmistir.
Yapraklardan ise her iki form elde edilmistir. Dimerik enzimler, farkl: alt {initelerden olugmus
ve farkli lokuslar tarafindan sentezlenmektedir. Bu ylizden ayni lokusa ait enzim tiniteleri
benzer elektroforetik Ozellikler gosterir. 17 Dactylis drnegine ait Fosfoglikoz izomeraz
elektroforetik bantlar1 degerlendirildiginde, enzime ait 2 lokusun olduk¢a polimorfik oldugu,
iligkili diger lokuslarin ise benzer olduklar1 goriilmiistiir. Buna dayanarak 2 lokustan birinin
gen duplikasyonu ile digerinden kokenlendigi sdylenmistir. Fosfoglikoz Izomeraz gen
duplikasyonuna tiim tetrapoliploid Dactylis 6rneklerinde rastlanmistir. Bu da Dactylis cinsinin
monospesifik oldugunu gdstermektedir. Dactylis’lerde  Fosfoglikoz Izomeraz gen
duplikasyonun varligi, tetrapoliploidlerin, diploid atalarindan otopolipdizasyon sonucu
olustuklarina kanit sayilmistir. Bu enzim ile ilgili genetik yapmin hem diploid hem de
tetrapoliploidlerde  korunmus olmasmin  muhtemel sebebleri:  Diploidlerde, gen
rekombinasyonlarina bagli gen sezsizligi hizinin azalatilmasi, diizensiz enzim sentezi veya
enzim Ozelliklerindeki bazi farkliliklara dayandirilmistir. Boylece farkli allelerin bir araya
gelmesi hayatta kalmak i¢in bir avantaj saglayacaktir. Tetrapoliploidlerin otopoliploid genetik
yapisi, bu enzimin duplike genlerce ekspresse olmasini agiklamaktadir. Ancak tamamen
heterozigositeden bahs edilemeyecegi, muhtemelen homeoalleller arasi negatif heterodimerik
interaksiyonlarin olusturdugu bir allopoliplidizasyondan da bahs edilebilecegi vurgulanmistir

(Lumaret 1986).

Dogal floradan toplanan diploid lusitanica, tetrapoliploid glomerata, marina ve
simpatrik (2x, 4x) Galigya popiilasyonlari, kloroplast DNA (kpDNA) tipleri bakimindan
karsilastirilmistir. Bunun icin 6rneklere ait kloroplast DNA’lar1 11 adet farkli restriksiyon
endonikleaz enzimi ile kesilmistir. Enzimlerin olusturdugu fragmentler MBMK, MBmK ve
mBMK seklinde 3 farkli kloroplast DNA tipi olusturmustur. Gézlemlenen bu kloroplast DNA
cesitliliginin popiilasyonlar i¢inde 3 farkli asamada gelistigi sdylenmistir. MBMK kpDNA
tipi ¢aligilan biitiin poliploidi seviyelerinde ortak bulunmustur. MBmK kKpDNA tipi sadece bir
tetrapoliploid bitkide belirlenmis olup, muhtemelen son zamanlarda gelismis olan bir
mutasyondan kaynaklandig1 belirtilmigtir. mBMK kpDNA tipi 06zellikle diploid ve

tetrapoliploid  Galicya orneklerinde  gozlemlenmis olup, bu durumun Galigya

52



tetrapoliploidlerinin muhtemel kokeni hakkinda kanit sundugu sdylenmistir. Bu kanit Galigya
diploidlerinin tetrapoliploidlerin anne tarafindan atasi oldugunu gostermektedir. Bu sonug
daha once yapilan morfolojik ve kimyasal ¢alisma sonugclari ile biitiinlesmektedir. Yani bu
bolgedeki tetrapoliploidlerin  otopoliploidizasyon sonucu olustuklar1 daha kuvvetli

gorinmektedir (Lumaret ve ark. 1989).

Montpellier (Fransanin giineyi) bolgesinde 290 m yiikseklikte kirecli topraklarin
hakim oldugu alanlardan 448 D.g. subsp. hispanica bitkisine ait tohumlar toplanmistir. Bolge
yart nemli ve istikrarsiz bir Akdeniz iklimine sahip olmasi ile karakterizedir. Bitkilere ait,
bitki boyu Olc¢limleri dogal alanlarinda, diger bazi morfolojik ozellikler kontrollii sera ve
sonrasinda tarla denemelerinde yetistirilen bitkiler iizerinde yapilmistir. Kalitatif kalitilan
morfolojik karakterler ile heterozigozite diizeyi iliskilendirilmis, karakterlerin gesitliligi ile
farkli enzimlere ait lokuslarin iligkisi, kalitatif karakterler ve 6zel bir lokusa ait heterozigosite
ile herhangi bir seviyedeki heterozigotluk iligkisi, bitkilerin biitlin verimi ile ilgili 6zel genetik
kombinasyonlarin varligi arastirilmistir. Calismada 8 enzim lokusuna ait tek veya c¢oklu allel
polimofizmi arasi iligki ile baz1 morfolojik karakterlerin (bitki genisligi, yaprak agirligi, basak
sayis1) ¢oklu kalitsal Ozellikleri karsilastirilmistir. 448 bitki, 7 enzim lokusu ag¢isindan
arastirilmis bu bitkilerden 288 tanesi fazladan bir lokusa daha (8.) sahip bulunmustur.
Heterozigosite seviyesine gore 5 farkli genotip siniflandirmasi (monogenik, simpleks, dubleks
digenik, trigenik ve tetragenik) yapilmistir. Multilokus heterozigosite durumu, caligmada
hesaplanan yaprak agirligi ve basak verimi ile 6nemli pozitif bir iligki gosterirken, dogal
sartlarda Olgililen bitki boyu ile bdyle bir iliski bulunmamistir. Cesitliligin olusmasinda
cevresel kosullarin roliiniin etkisinin biliylik oldugu s6ylenmistir. Multilokus enzim c¢esitliligi,
heterozigot lokus ve lokus basina farkli allelerin sayisina baglanmistir. Bu durumun kantitatif
karakterlerin performasini etkiledigi soylenmistir. Calismada, GOT1 ve PX1 enzim
lokuslarmin oldukca polimorfik olduklari, GOT1 lokusunun heterozigosite seviyesinin artisi
ile basak sayisinin artig1 belirtilmistir. Bununla beraber yaprak agirligi ve basak sayisindaki
artis PX1 lokus heterozigositesine bagli bulunmustur. Baz1 varyasyonlarin bu lokuslar veya
iligkili lokuslarin heterozigot dominantlik (overdominance) seviyesine bagli olabilecegi
tahmin edilmistir. Bu sekilde heterozigot genotiplerin olusturduklari fenotipler sira dist
cevresel kosullara, homozigotlardan daha iyi adapte olmaktadir. GOT1 lokusu
homozigotlastik¢a yaprak verimliliginin artif1 sdylenmistir. Geriye kalan 6 lokus ile 5 farkl

genomun Kkantitatif karakter kalitimi arasinda énemli bir iliski saptanmamustir. Ozetle GOT1
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ve PX1 enzim lokuslarina ait heterozigosite, yaprak agirligi ve basak sayis1 verimi iizerine

etkili bulunmustur (Tomekpe ve Lumaret 1991).

Subtropikal iklim kosullarinin hakim oldugu Atlantik boélgesinden 15 Dactylis
populasyonuna ait genetik ve cografik iligkiler, 8 polimorfik Alloenzim lokus allel ¢esitliligi
tizerinden arastirtlmistir. 3 diploid popiilasyon Tenerife adasindan toplanmis ve subsp. smithii
oldugu belirlenmis, 3 diploid subsp. hylodes Madeira adasinin i¢ kisimlarindan toplanmuistir.
Morfolojik olarak farkli fakat tanimlanmamis olan 2 tetrapoliploid poptlasyon Grand Canary
adasindan, 4 tetrapoliploid subsp. marina Madeira adasinin kiy1 kesimlerinden, 3
tetrapoliploid subsp. marina popiilasyonu Portekiz kiyilarindan toplanmigtir. Enzim analizi,
Madeira adasina ait popiilasyonlardan in situ toplanan yaprak érnekleri Gizerinde, geriye kalan
popllasyonlarda ise tohumlardan yetistirilen fidelerden elde edilen yapraklar Uzerinde
uygulanmistir. Bitkilere iliskin poliploidi seviyeleri, koklerden kromozom sayimi ve flow
sitometri yontemleri ile belirlenmistir. Popiilasyon basina ortalama 26 bitki, 8 enzim lokusu
bakimindan, hem ayni alt tiirlere sahip popiilasyonlar i¢i hem de popiilasyonlar arasi ortalama
allel sayis1 ve ortalama heterozigozite agisindan karsilastirilmistir. Diploid 6rneklere ait 16
allel, tetrapoliploid 6rneklere ait 24-25 allel olmak Uzere toplamda 37 allel hesaplanmistir.
Diploidlerde gozlemlenen allellerin hepsi tetrapoliploidlerde de gozlemlenmistir. Ancak
tetrapoliploidlere 6zgii hesaplanmig 21 allelin, 6 tanesi Grand Canary, 3 tanesi Madeira
adasina ait hem i¢ hem de kiy1 kesimlere, 1 tanesi sadece Madeira kiy1 bolgesine, 4 tanesi
Portekiz ve 7 tanesi baz1 ornekler i¢in yaygin bulunmustur. Genetik olarak 4 farkli gurup
belirlenmigstir. 1.’sini Tenerife adasinda endemik olan diploid subsp. smithii’e ait
popiilasyonlar olusturmustur. 2.’sini Grand Canary adasinda yetisen ve morfolojik olarak
farklilik gosteren tetrapoliploid popiilasyonlar olusturmaktadir. 3. gurubu Madeira adasina ait
i¢ ve kiyr bolgelere ait muhtemelen tetrapoliploid subsp. hylodes’in 2 farkli ekotipi olan
ornekler olusturmustur. 4. gurubu Portekiz kiyilarindan toplanan tetrapoliploid subsp. marina
ornekleri olusturmustur. Arastiricilar, subtropikal Dactylis 6rneklerine ait enzim allel
cesitliligini, kismen Orneklerin toplandigir bolgeler arasi cografik siirekliligin olmamasina
(6zellikle GOT1 enzimine ait 6zel bir lokus) ve cogunlukla Atlantik Okyanusu’nun iklimsel
etkisinin olusturdugu nemli kosullara adaptasyona baglamislardir (Sahuquillo ve Lumaret
1995).

Atlantik etkisi altindaki bolgelerden toplanan 15 Dactylis populasyonu, icerdikleri

fenolik bilesik kompozisyonlarina gore karsilastirilmistir. Subtropikal iklim 6zelliklerine
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sahip lokasyonlardan, 3 diploid subsp. smithii popiilasyonu Atlantik Tenerife adasindan, iki
isimsiz tetrapoliploid Atlantik Grand Canary adasindan, 5 populasyon Atlantik Madeira
adasindan (bunlarin ikisi i¢ bolgelerde tetrapoliploid subsp. hylodes, 3 populasyon ise kiy1
kesimlerinde toplanan tetrapoliploid subsp. marina orneklerine ait) toplanmistit. Ayrica 3
tetrapoliploid subsp. marina 6rnegi Portekiz kiyilarindan, bir tetrapoliploid subsp. marina
populasyonu ise Portekiz’in merkez bati sahillerini olusturan Nazare’den toplanmigtir. Bir
baska tetrapoliploid subsp. marina popiilasyonu ise Canarya adlarindan La Palma’dan
toplanmistir. Geriye kalan 5 gurup Dactylis 6rnegi Akdeniz ve orta iliman iklime sahip
lokasyonlardan toplanmistir. Bunlardan 3’ subsp. mairei Cezayir’den, 1 tetrapoliploid subsp.
hispanica Fransanin Montpellier bdlgesinden, orta derece iliman iklim kusagina ait 1
populasyon subsp. reichenbachii ile 1 popilasyon subsp. glomerata ise Fransa’nin Vanoise
Alplerinden toplanmistir. Bir popiilasyon ise 1liman iklim kusagi ile Akdeniz iklim kusagi
aras1 gecit Ozelligine sahip olan Ispanya’nin kuzey batisinda bulunan Santiago bolgesinden
toplanmistir. Tohumlardan yetistirilen bitkilerden alinan yaprak orneklerine ait fenolik
bilesikler 6ztimlenmis, devaminda fenolik bilesiklerin profillerinin belirlenmesi i¢in drnekler
HPLC cihaz1 ile okunmustur. Elde edilen kromotokrafik degerler spektrofotometre ile
degerlendirilmisii; elde edilen sayisal degerler ¢oklu analize (Principal Component Analysis)
tabi tutulmustur. Grup analizi sonuglarina goére incelenen 126 bitki, 6 farkli gurup ile
karakterize edilmistir. Calisma sonuglarina gore, Madeira adasina ait kiy1 tetrapoliploidi
subsp. marina oOrnekleri ile Portekiz kiyilarina ait subsp. marina ornekleri daha onceki
calismalarda morfolojik olarak ayni bulunmusken, bu caligmada fenolik 6zellikleri oldukga
farkli cikmistir. Onceki enzim calismalari ile birlikte bu 6rnegin subsp. hylodes’in bir ekotipi
olabilecegi soylenmistir. Sasirtici sekilde bazi Portekiz kiyr 6rnekleri Madeira adasi ig
kesimlerde toplanan orneklere, Madeira kiy1 kesimlerinde toplanan 6rneklerden daha yakin
cikmistir.  Grand Canary adasi hari¢ diger subtropikal Dactylis 6rnekleri fenolik kimyasi
bakimindan bir homojenlik gostermistir. Bu farkliligin sebebi, bitkilerin yiiksek rakimlarda
yasamalar1 ve yiiksek nemden uzak olmalari sonucu, zamanla kimyasal farkliliklar gelistirmis
olabilecekleri seklinde yorumlanmistir. Subtropikal bitkilerin orta 1liman bdlgelerdeki
akrabalarima gore oldukca diisiik oranlarda mono-C-glycosyl luteolin bilesikleri igerdikleri
gozlemlenmis, buna ragmen subtropikal ve Akdeniz 6rnekleri benzer fenolik kompozisyon
gostermistir. Subsp. reichenbachii ait 6rnekler morfolojik ve habitat 6zellikleri bakimindan
Akdeniz tipi 0zellikler gosterirken, fenolik yapi bakimindan orta iliman iklim boélgesine ait
gurub ozellikleri gosterdikleri sapatanmistir. Bu durum orta 1liman bitkilerin subtropikal veya

kurak kosullar yoniinde bir yayilim gostermis olabilecekleri seklinde yorumlanmistir.
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Calismada 4 veya 5 subtropikal tetrapoliploid Dactylis populasyonu benzer fenolik
kompozisyon gostermis ve orta iliman subsp. Dactylis Orneklerinden agikga ayrilmistir.
Akdeniz tetrapoliploidleri bu iki grup arasi 6zelliklere sahip bulunmustur (Jay ve Lumaret
1995).

Dactylis glomerata bitkilerinin habitat 6zelliklerinin, morfolojik ve alloenzim
Ozellikleri ile karsilastirmak amaciyla, Fransa Alplerinde Vanoise dag silsilesi ile ¢evrili
birbiri ile baglantili 3 vadiye ait toplam 7 popilasyon toplanmistir. Bitkiler vadi tabanindan
itibaren farkli yiikseltiler, ugurum kenarlari, kayalik alanlar, 1slak alpin mera alanlar, sist,
dolomitik, kalkerli gibi farkli toprak faktorlerinin etkili oldugu lokalitelerden toplanmuistir.
Flow sitometri ile poliploidi seviyesi belirlenen popilasyonlardan 2 tanesi tetrapoliploid D. g.
subsp. reichenbachii olarak kayit edilmistir. Bu alt tiir diploid ve tetrapoliploid sitotiplere
sahip olup, meralarin giiney yiizlerinde, dolomitli topraklarda habitat edinmistir. Geriye kalan
5 populasyon morfolojik olarak orta seviyeli karakterlere sahip olup D. g. subsp.
glomerata’ya oldukg¢a benzerlik gosterdikleri sdylenmistir. Bu bitkilerin ¢iceklenme sureleri
farkliliklar gostermektedir. Popiilasyonlar 8 farkli polimorfik enzim lokusu olmak iizere
toplamda 9 lokusa sahip bulunmus, alloenzim 6zellikleri bakimindan popiilasyonlarin hepsi
daha cok subsp. reichenbachii’ye benzer bulunmustur. Bu sonuglara dayanilarak 2
tetrapoliploid alt tiir arasinda gen gecisi oldugu, morfolojik ve enzim g¢esitliligi sebebinin

seleksiyona bagli olabilecegi soylenmistir (Gauthier ve ark.1999).

Ispanya’nin  Galigya bolgesinde (Ispanya’nin kuzey batis1) Dactylis tariminimn
yapilmadigr 3 farkli lokaliteden Domuz ayrig1 popiilasyonlar1 toplanmistir. Kiy1 ve i¢
kesimlerde toplanan diploid ve tetrapoliploid taksonlar arasi1 genetik iligskiyi belirlemek amaci
ile 2 farkli tarla denemesi kurulmus, Orneklerin morfolojik ve enzim 0Ozellikleri
karsilagtirilmistir. Galigya bolgesine 6zgii 4 ekotipe ait toplamda 30 populasyon, 23 tanesi i¢
bolge tetrapoliploidi, 3 populasyon diploid subsp. izcoi, 3 popiilasyon papilar yap1
gostermeyen kiy1 tetrapoliploidi ve bir popilasyon subsp. marina ¢alismalarda kullanilmistir.
Her popiilasyondan 40 adet tohum petri kaplarinda ¢imlendirilmis, ¢imlenen fideler daha
sonra serada saksilara dikilmis ve yeterince biiyiiyen fideler tarlaya sasirtilmistir. Her deneme,
her populasyona ait 30 bitki ve her blokta 10 bitki olacak sekilde tesadiif bloklar1 deneme
desenine gore 3 tekerriirlii kurulmustur. Birinci tarla denemesinde, bas baglama zamani,
vejetatif biiylime evreleri (kis, erken ilkbahar, yaz biiyiimeleri ve verimleri) bayrak yapragi

uzunlugu ve eni, yaprak kini uzunlugu, pasa direng gibi agromorfolojik karakterler
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olgiilmiistiir. Ikinci tarla denemesi, 10 adet tetrapoliploid popiilasyon, 4 tanesi kiyr subsp.
marina popiilasyonu, 6 tanesi ise i¢ bolgelerden toplanmis bitkilerden kurulmustur. Bu
denemede agromorfolojik 6zellikler daha kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir. Alloenzim analizi
icin her popilasyondan 20 bitki secilmis ve 3 enzime ait gen bdlgeleri elektroforetik
yontemlerle karsilastirilmigtir. Peroksidaz (PX1) ve fosfoglikoizomeraz (PGI1-2, duplike gen
icermekte) nisasta jel elektroforezi, tetrazolium oksidaz (TO1) sekanslarina ait bantlar ise
poliakrilamit jel elektroforezi ile c¢alisilmistir. Birinci tarla denemesinde ekotiplerin sahip
oldugu, bas baglama zamani, bayrak yapragi ol¢iileri, biiylime durumlar1 ve giigleri arasinda
Onemli farkliliklar Sl¢ilmistiir. Kiy1r Dactylis varliklarinin pasa en dayanikli olduklar
gozlenmistir. 10 tetrapoliploid ve bir diploid subsp. izcoi popiilasyonun kullanildigi enzim
calismasinda, her popilasyon 3 enzime ait bant 6zellikleri géstermistir. Bu sonuca dayanarak,
kiy1 poptilasyonlar1 ile i¢ bodlge popiilasyonlar1 arasinda gen akist oldugu agiklanmustir.
Tetrazolium oksidaz’a ait allellerin tim popiilasyonlarda goriilmesi, kiy1 ve i¢ bolge
ekotiplerinin hepsinin subsp. izcoi olabilecegini gostermistir. Ancak, salkim sap1 ve boyu, 10
tetrapoliploid icin, 1. tarla denemesinde (1997) subsp. izcoi i¢in dlgiilen degerlerin arasinda
degerler gosterirken, ikinci denemede (1998) biitiin popiilasyonlarda bazi bitkiler i¢in bu
degerler artmigtir. Buna dayanarak subsp. izcoi’nin kiyilarda da yetisebilecegi ve alt tiir olarak
adlandirabilecegi sonucuna varilmigtir. Bazi popiilasyonlara ait sezon biiyiimeleri birbirine
¢ok yakin bulunmustur. Baz1 popiilasyonlar arasi melezleme sonucu elde edilecek nesillerin

sicaga dayanikli olabilecegi bildirilmistir (Lindner ve ark. 1999).

Macaronesia (Madeira ve Kanarya adalar1) adalarinda bazilar1 endemik diploid ve
tetrapoliploid Dactylis taksonlari ile bu adalara yakin Kuzey Afrika’nin bati ve Avrupa’nin
giney kesimleri ile iliskili karasal alanlarda Dactylis 6rnekleri toplanmistir. Toplamda 6
diploid ve 15 tetrapoliploid Dactylis varligina ait kloroplast DNA fragmentleri, filogenetik
illiskileri belirlemek amaci ile RFLP (parca uzunlugu polimorfizim) belirtecleri ile
taranmigtir. Her popiilasyona ait tohumlar toplanmis ve en az 2 ay sera kosullarinda
yetistirilmistir. Yaprak dokusu kuru buza konmadan 6nce, bitki ornekleri 36 saat karanlikta
nisastalarinin pargalanmasi icin bekletilmistir. Kuru buz 6rneklerinden 2 ser g toz halinde
alinan yaprak orneklerinden izole edilen kloroplast DNA’ lar1 analiz i¢in kullanilmigtir. 121
bitki 6rnegine ait DNA 6rnerkleri 8 endoniikleaz enzimi ile kesilmis, olusan fragmentler jel
elektroforezinde kosturulmustur. Olusan 191 farkli fragmente ait jel 6rnekleri UV 1s1k altinda
goriintiilenmigstir. Elde edilen bant desenlerine gore adalara ve kitalara ait farkl iki kloroplast

tipi bulunmus, ikisi arasindaki farkin, 290 b¢ uzunlugunda bir mutasyon oldugu sdylenmistir.
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1. kloroplast tipi Avrupa ve Kuzey Afrika (Fas, Ispanya ve Portekiz ) orneklerinde daha
baskin olmasina ragmen biitiin Dactylis taksonlarinda bariz sekilde gozlemlenmistir. Bu
klorotip daha c¢ok bati Makronezya adalarinda, Tenerife adasinda, diisiik rakimli calilik
alanlarda ve yiksek rakimlarda yetisen 2 diploid takson ile Madeira ile La Palma adalarinda
yetisen tetrapoliploidlerde baskin bulunmustur. Bu adalarin ortak 6zellikleri olduk¢a nemli ve
riizgarlara acik olmalaridir. 2. kloroplast tipi 290 b¢ uzunlugunda bir delesyon igermektedir.
Bu tip kloroplasta Afrika’ya yakin takimadalarda, kurak Akdeniz iklim 6zelliklerinin hakim
oldugu, yiiksek bolgelerde ve sadece Fas Atlas Daglarinda yetisen ¢ok az sayidaki diploid ve
tetrapoliploid bitkide rastlanmistir. Calisma sonuglari, kloroplast DNA gecislerinin Akdeniz
bitkilerinden subtropikal bitkilere birden fazla kez gectigini, bitki kolonilesmesinin karalardan
adalara dogru veya adalar arasinda gerceklesmis olabilecegini gostermistir. Bu farkliliklarin
olusmasinda cografik 6gelerin muhtemelen biiyiik rol aldigi eklenmistir (Sahuquillo ve
Lumaret 1999).

Yiiksek rakimli (1850m), soguk ve kurak iklim kosullarina sahip Erzurum ili Oltu,
Olur, Uzundere ve Ulubag bolgelerinde yabani D. glomerata bitkileri toplanmistir. Her
populasyondan 24 bitki yetistirilmis ve her bitkiye ait 5 yaprak 6rnegi -20 °C de muhafaza
edilmistir. Yaprak oOrneklerinden, Peroksidaz, Polifenol Oksidaz ve Malat Dedidrogenez
enzimleri izole edilmis, enzim bantlariin elektroforetik o6zellikleri karsilastirilmistir.
[zoenzim bantlarmin benzerlik ve polimorfik &zelliklerine dayanmilarak yapilan karsilastima
sonucu popiilasyonlar i¢i ve arasi genetik ¢esitlilik oldugu gozlemlenmistir. Bant 6zelliklerine
dayanilarak yapilan dendrogram analizine gore, Oltu-Ulubag ve Olur-Uzundere seklinde 2
gurup ortaya ¢ikarmistir. Oltu-Ulubag gurubunun iliski derecesi Olur-Uzundere gurubu

bitkilerinden daha yiiksek bulunmustur (Tosun ve ark. 2002).

Bitkilerin ¢ekirdek DNA hacimlerinin (icerikleri), DNA replikasyonu, hiicre dongusi
siiresi, bitkinin cografik dagilimi ve yasam dongiisii gibi faktorler ile ilskili oldugu
aktarilmistir. Genellikle bu faktoérlerde ki artis DNA hacminin artisina neden olmaktadir.
Fakat belirli kosullarda bu durumun tersine de ddénebilecegi belirtilmistir. Ornegin DNA
hacmi ile mitotik hiicre dongusunin siresi veya diploid, tetrapoliploid gibi poliploidi
seviyeleriyle arasinda pozitif bir iligki bulunmaktadir. Farkli cinslere ait tiirler aras1t DNA
hacmi oranlar1 ¢ok uzak veya birbirlerine yakin olabilir. Ayni1 cinse dahil, ayn1 kromozom
sayisina ait tiirlerin DNA hacimleri ¢esitlilik gosterebilir. Tir i¢i popiilasyonlara ait DNA

hacimleri, bitki gelisiminin c¢esitli evreleri, cografik dagilimi1 gibi etkenlerden oldukca
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etkilenebilir (Bennett 1987, Leitch ve Bennett 2004, Gregory 2005 ). Murray (2005)’e gore
bir bitki tiirlinlin ¢ekirdek DNA igerigi, morfolojik karakterlerden ¢ok once farklilasmaktadir.
Bu yuzden bir tlre ait 6rneklerle ¢alisilirken, DNA igeriginde farklilasma var ise bu durumda

taksonomik bir degisimden bahs edilebilecegi belirtilmistir.

Asagida son yillarda bitki genotiplerine ait DNA hacmini dlgmede pratiklik saglayan,
poliploidi seviyesi ve tlirlesme arasi iligkileri belirleyen eski ve yeni teknikler Dactylis

acgisindan derlenmistir.

Avrupa’nin gesitli bolgelerinden toplanan 18 Dactylis popullasyonuna ait C-DNA
igerikleri bulunmus, farkliliklarin yiikselti ve konum ile iligkili olup olmadig1 arastirilmistir. 8
popiilasyon Ispanyanin kuzey kesimlerinde, 350-1120 m arasi yiikseltilerde diger
popiilasyonlar ise daha asagi yiikseltilerden toplanmistir. 18 dogal popiilasyondan 17’si
2n=4x=28 kromozom sayisina sahipken, bir popiilasyon 2n=2x=14 kromozumlu bulunmustur.
Feulgen asit hidroliz yontemi ile (feulgen mikrodensiometre) 6rneklere ait C-DNA miktarlari,
Hordeum vulgare L. (Sultan ¢esidi C-DNA = 5.6 pg) standart alinarak Olg¢lilmiistiir.
Mikrodensiometri ile drneklere ait C-DNA miktarlari, feulgen boyasinin absorbans degerleri
Olciilereck bulunmustur. Bu yontemde C-DNA miktari, kromozomlarin biiziilmesi,
kromozomlarin niikleusta dagiliminin kestirilememesi gibi nedenlerden dolay1 sikintilara
neden olmaktadir. Feulgen reaksiyonunda hidroliz siiresinin ¢ok énemli oldugu vurgulanmis
ve boyanma i¢in optimum hidroliz siliresinin bulunmasi gerektigi sdylenmistir. Caligma
sonunda 17 tetrapoliploid populasyon 4.35-5.60 pg arasi C-DNA hacmine sahip bulunmus, bu
degerlerin orneklere ait C-DNA hacminde %28.7 oraninda bir cesitlilige denk geldigi
belirlenmistir. Tek diploid popiilasyonun C-DNA degeri 3.3 pg bulunmustur. Bir diploid ve 9
tetrapoliploide ait C-DNA igerikleri ile yiikselti arasinda Onemli bir iliski olmadigi
sdylenmistir. Fakat Ispanyanin kuzey tarafinda yer alan Galigya daglarma ait 8 populasyona
ait C-DNA igerikleri ile toplandiklari yiikseltiler (350-1120 m) arasinda negatif iliski
saptanmistir. Bununla beraber C-DNA igerigi ile iklim veya yiikselti arasi iliskinin tartismali

oldugu ve daha ¢ok arastirilmasi gerektigi not edilmistir (Creber ve ark. 1994).

Yukaridaki ¢alismada 8 Dactylis popilasyonu ile yiikseklik arasinda negatif bir iliski
oldugu belirtilmistir. Bu durumu netlestirmek i¢in daha kapsamli 6rnek toplanmis, Fransa ve
Italya’ya ait Dactylis orneklerine ait C-DNA miktarlar1 feulgen mikrodensiometri ile
calistlmigtir. 17 dogal popiilasyona ait C-DNA miktarlar1 ile yiikselti arasinda negatif iliski

saptanmistir. En diisiik yiikseltide ki 6rneg8in DNA hacmi, en yiiksek rakimda toplanan
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ornegin DNA hacminden 1.3 kat biiyiik ¢ikmigtir. Ayn1 zamanda AFLP belirtecleri ile yapilan
on calismalar, italya ve Fransa’da farkli yiikseltilerde toplanan popiilasyonlar aras1 genetik
farkliliklar oldugunu gostermistir. Bir tiire ait popiilasyonlar cografik ya da ¢evresel kosullara
bagli olarak dereceli bir sekilde bazi morfolojik ve fizyolojik degisiklikler gosterebilmektedir.
Sert iklim kosullari, kisa yetisme sezonu gibi faktorlerin etkisi altinda kalan bitkilerin hiicre
dongusu daha hizli gergeklesmektedir. Bu ihtimal dahilinde yiiksek rakimlarda ki bitkilerin C-
DNA igeriginin diisiik, algak rakimlarda ki bitkilerinin ise yiiksek ¢ikmasi muhtemeldir.
Ancak farkli yiikseltiler aras1t C-DNA hacmi farki ¢ok yiiksek olmadigindan, bu olgunun
arastirilmasi i¢in daha genis ¢apl ¢alismalarin yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Reeves ve

ark. 1998).

Slovenya Alpleri’nin giiney dogu yiikseltilerinde tolanan 55 D. glomerata subsp.
glomerata bitkisinin ortalama 2C-DNA igerigi 8.6 pg bulunmustur. Farkli yiikseltilerden
toplanan populasyonlara ait ortalama 2C-DNA igerikleri, %2.1 oraninda varyasyon gostermis,
yiikselti ile genom hacmi arasinda bir korelasyon olmadigi belirtilmistir. Benzer sekilde
poptlasyonlar iginde 2C-DNA degerleri %2.4 ile %6.4 arasi bir varyasyon gostermistir. Ayni
calismada, poliploidi belirlemede, kromozom sayimina alternatif olarak, niikleolus sayisi,
polen ve stoma boyutlarmin kullanilabilecegi eklenmistir. Ancak genom hacminin direk
Olciilebilecegi ve poliploidi seviyesini belirlemede daha etkin oldugu vurgulanmistir (Vilhar

ve ark. 2002).

Tiirkiyenin Avrupa ile baglantili Trakya bolgesinde 57 lokasyona ait Dactylis
populasyonlari1 toplanmis, 6rneklere ait 2C-DNA miktarlari, poliploidi seviyeleri ve RAPD
belirtecleri kullanilarak popiilasyonlar arasi genetik ¢esitlilik arastirilmistir. Her popiilasyona
ait 6 bitkinin DNA miktarlar1 ortalamasi flow sitometri ile belirlenmistir. Mitoz kromozom
sayimlar1 sonucu biitiin rnekler 2n=2x=28 kromozomlu bulunmustur. Orneklere ait ortalama
DNA miktar1 9.5 pg olarak hesaplanmistir. Bu bulgulara dayanilarak, Trakya bdlgesinde
diploid Dactylis popiilasyonlarinin olmadigi veya nadir olduklari i¢in rastlanilmadigi
bildirilmistir. RAPD isaretleme teknigi sonucunda tetrapoliploid orneklerde 40’a askin
polimorfik bant elde edilmistir. Gurup analiz sonuglarina dayanarak, bodlgede dogal
tetrapoliploid Dactylis popiilasyonlarinda genetik ¢esitliligin  yiiksek oldugu, ancak
populasyon i¢i varyasyonun populasyonlar arasi varyasyondan daha yiiksek oldugu anlasilmis
ve sonuclar popilasyonlar arasi gen gegisinin oldugu seklinde yorumlanmistir. Bu durum

popiilasyonlar arasi gen dagiliminin homojen oldugunu gostermektedir. Zira bolge duzlik
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oldugu i¢in, tozlasmayr ve tohum tasmmmasmi engelleyecek cografik engeller

bulunmamaktadir (Tuna ve ark. 2004).

Diploid Dactylis taksonlarinin mitoz kromozomlarina ait ozellikler ve 2C-DNA
miktarlarmin belirlendigi tez ¢aligmasinda, 18 diploid takson ve her taksona ait en az 2
aksesyondan olusan bir bitki koleksiyonu kullanilmistir. Orneklere ait mitoz kromozomlarin
g6zlenmesi amaci ile hasat edilen kokler 8-hydroxyquinoline ile 6n isleme tabi tutulmus,
farmer soliisyonu ile fikse edildikten sonra, asetokarmin ile boyanarak mikroskop preparatlari
hazirlanmistir. Cekirdek DNA miktar1 analizi i¢in her aksesyona ait 10 bitki kullanilmistir.
Bitkilerden alinan yaprak orneklerine ait 2C-DNA igerikleri flow sitometri cihazi ile
belirlenmis ve ortalamalari alinmistir. Calisilan 6rnekler arasinda D. masai 3.65 pg ile en
diistik, D. g. subsp. woronowii 5.12 pg ile en blyltk 2C-DNA hacmine sahip bulunmuslardir.
Diger taksonlara ait degerler bu iki deger arasinda bulunmustur. Taksonlara ait
kromozomlarin, sentromer pozisyonlart bakimindan median ve submedian durumlu, 1 ila 3
arasinda satelit tasidiklar1 gozlemlenmistir. Ancak kromozomlarin biiyiiklik ve morfolojik
olarak birbirlerine benzemelerinden dolayi, asetokarmin veya feulgen gibi boyalara dayali
kromozomlar1 karakterize edecek karyotipler hazirlanmasinin zor ve agiklayict olmadig:
bildirilmistir. Ayrica diploid bitkilerin ¢imlenme sikintilart oldugu, bazi taksonlardan saglikli
kok almanin zor oldugu aktarilmistir. Flow sitometri sonuglarina gore, en biiyiik ve en kiiciik
2C-DNA igerikleri arasinda 1.47 pg’lik fark, populasyonlar arasinda 6nemli bir genetik
varyasyon oldugunu gostermektedir. Kromozomlar arasinda belirgin farkliliklarin olmayisi,
2C-DNA varyasyonlarinin siireklilik gdstermesi, cins igerisinde tiirlesme olaymin
tamamlanmadigmi  diisiindiirtmiistiir.  Diploid  taksonlarda  goézlemlenen 2C-DNA
varyasyonun, Onceki ¢alismalarda tetrapoliploid taksonlarda go6zlemlenen 2C-DNA
varyasyonu ile benzerlik gosterdigi, bu iliskinin, tetrapoliploidlerin diploidlerden

kokenledigine dair kanit olarak sunulabilecegi ifade edilmistir (Biiylikbasar 2010).

Cekirdek DNA igerigine iliskin ¢alismalar incelendiginde, ortak materyal Dactylis
glomerata’nin 2C-DNA igerigine iliskin 2 kata varan sayisal farkliliklar saptanmistir Bu
farkliliklarin ~ kullanilan  metotlardan  veya tiirin ~ kendi genom  Ozelliklerinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Vilhar ve ark. 2002, Tuna ve ark. 2004, Tuna 2015).

Bitki popiilasyonlar i¢i ve arasi genetik iliskileri belirlemenin bir yoluda, son yillarda
olduk¢a yaygin kullanilan molekiiler DNA belirteglerine dayali tekniklerdir. Bitki gen

kaynaklarinin belirlenmesi, korunma altina alinmasi, 1slah c¢alismalarinda basar1 ile
61



kullanilmasi i¢in sitolojik ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmali, poliploidi seviyelerinin
ve genetik cesitliliklerinin belirlenmesi sarttir. Morfolojik 6zelliklere dayanilarak bitki gen
kaynaklarinin teshisi ve 1slaht uzun yillar alan c¢alismalar ve tarla denemeleri
gerektirmektedir. Ayrica morfolojik farkliliklarin her zaman genetik yapiy1 yansitmadigida
bilinmektedir. Filogenetik iligkiler veya genetik cesitlilik, belirli proteinlere dayali, 6rnegin
enzim analizi gibi biyokimyasal yontemlerle de belirlenebilmektedir. Ancak biyokimyasal
belirtecler, post-transkripsyonel sonrast degisimler ve ¢ok sayida olmamalari gibi nedenlerle
sinirlt kullanima sahip bulunmuslardir (Staub ve ark. 1996, Agarwal ve ark. 2008, Kumar ve

ark. 2009, Grover ve Sharma 2016).

Evrimsel ekolojide, merkeze yakin bir tiiriin poplasyonlar1 genelde yogun fenotipik ve
genetik ¢esitlilik gosterir. Fakat merkezden uzak (periferal-kenar) populasyonlar seyrek
goriintigli, korumasiz ve izole habitat kosullarina maruz kalmaktadir. Bu farkli konum
populasyonlarinin kromozomal yapilar birbirine benzemektedir. Fakat merkez populasyonlari
cografik kosullara daha dayanikli ve korunakli iken, kenar populasyonlar1 daha korumasiz ve
daha u¢ iklim ozelliklerine adapte olmustur. Merkez ve u¢ popiilasyonlarin genetik
cesitliligini, ¢evresel kosullarin degisimi ve popiilasyonlar arasi gen akisi etkilemektedir.
Kigiik bir gen akis1 blyuk farkliliklara neden olabilmektedir. Daha sert cografik kosullara
maruz kalan ve korumasiz olan kenar popiilasyonlar1 strese karsi yiiksek bir fenotipik
cesitlilik gostermektedir. Bitkiler bu stres kosullarinda uygun gen kombinasyonlarina veya
degisimlerine ugramaktadir. Bu yiizden periferal popiilasyonlarin merkez populasyonlara gore
daha direngli (toleransli) ve g¢oklu genlerce kalitilan fenotipik oOzelliklere sahip olmalari
beklenir (Aronson ve ark. 1990, Parson 1992). Ornegin Hordeum spontaneoum’a ait periferal
popiilasyonlarin merkezdekilere oranla genetik gesitliligi daha yiiksek bulunmustur. Arpada
gen cesitliligi, cevre kosullarinin degisimine ve heterozigosite orani ile iligkili bulunmustur.
Ayrica gen ¢esitliligi ile yagislar (su varligi) arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Merkezi

populasyonlar, dis popiilasyonlara gére sudan daha fazla yararlanmaktadir (Boyer 1982).

Ototetrapoliploid Dactylis bitkilerinde gdzlemlenen polimorfizim yiiksekligi, iliskili
diploidler ile karsilastirildiginda, poliploidi seviyesi yliksek sitotiplerin daha stabil fenotip
Ozelikleri gosterdikleri ve marginal alanlara daha iyi adapte olduklar1 goriilmiistiir. Bu sekilde
Dactylis varliklar1 farkli ve genis ekocografyalara yayilmiglardir (Bretagnolle ve Thompson
2001).
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Israil’in kurakeil iklim kosullarinin hakim oldugu giiney ve Akdeniz ikliminin hakim
oldugu kuzey bolgelerinden toplanan 6 Dactylis glomerata populasyonu, RFLP genetik isaret
teknigi Kullanarak, kuraga dayanikli popiilasyonlarda, dayaniklilik genlerinin ¢esitliligi ve
cevre ile olan iliskileri arastirilmistir. Orneklerin yapraklari kullanilarak kurakliga dayaniklilk
genlerine ait cDNA’lar sentezlenmistir. Bu cDNA’lar prob olarak kullanilmis, populasyonlar
ve cografik oOzelliklerle iliskilendirilerek, Dactlylis glomerata orneklerine ait kurakliga
dayaniklilk gen polimorfizmi belirlenmistir. Kuraklik ile alakali, dayanikli, bastirilmis ve nétr
olmak tizere 3 gen gurubu belirlenmistir. Southern blot analizi sonrasi yapilan gézlemler,
Israilin kurakeil giiney bolgesine ait drnekler, kuzey bolgesine (Israilin Akdeniz kusagi) ait
orneklerden daha yliksek kurakliliga dayaniklilik gen polimorfizmi gostermistir. Kurakliliga
dayaniklilik ile ilgkili 6 genden 4’1l gliney popiilasyonlara ait bulunmustur. Kuraklik ile
iliskili en yiiksek gen polimorfizimi Siiper Oksit Dismiitaz gen ailesinde hesaplanmustir.
Kuzeye ait 6rnekler yiiksek genetik c¢esitlilik gdstermelerine ragmen bu genlerin kuraklik ile
iligkili olmadiklar1 belirtilmistir. Ayn1 zamanda kuraklik genleri takip edilerek popiilasyonlar
arast yiiksek oranda gen akisi oldugu goriilmiistiir. RFLP bant analizi sonuglari, kuraklik
genleri tizerinden, genetik ¢esitliligin %80’inin popiilasyon i¢i, %20’sinin ise popiilasyonlar
arast oldugunu gostermistir. Yine kuraklik ile iligili baskilanmis gen polimorfizmi,
popiilasyon i¢inde daha yiliksek bulunmustur. Kuzey ve giliney popiilasyonlar1 arasinda
spesifik kuraklik gen cesitliligi istatistiki agidan 6nemli degildir. Giiney popiilasyonlarinda
kuraklik genlerinin varyasyon gostermesi, kuraklik ile ilgili allellerin pozitif seleksyon sonrasi
marginal alanlara uyumu ve yiiksek oranda yabanci ddllenmeye bagli heterozigosite
durumlarma baglanmustir. Ozel genler bakimindan farkliligin az olmasi, kuzey ve giiney
bitkileri aras1 yiliksek gen akisindan kaynaklanabilir. Marjinal alanlarda kolonize olan
popiilasyonlar, baz1 genlerin frekansini artirmaktadir. Zira merkezi popiilasyonlarda kuraklik
ile ilgkili genlerin nétr bulunmasi, ¢evresel kosullarin uygun olmasi ile aciklanmistir (Trejo-

Calzada ve O’Connell 2005).

Cin’in giiney ve kuzey bati bolgeleri Dactylis igin birincil yetisme alanlari olarak
belirlenmistir. Buralardaki Dactylis habitatlari, ormanlik alanlarin kenarlari, ¢alilik alanlar ve
subalpin karakterli, 1000-3600 rakimli meralarda bildirilmistir. Ayrica diploid ve
tetrapoliploid bitkilerin bu alanlarda simpatrik yasadiklari da rapor edilmistir. Dogal
alanlardan elde edilen Dactylis 6rnekleri aras1 genetik ¢esitliligi belirlemek i¢in, Cin kaynakli
32 aksesyon ve karsilastirma i¢in Amerika kdkenli 2 aksesyon, AFLP DNA belirtecleri ile
calisilmigtir. Caligmada 9 primer kombinasyonu kullanilmisg, toplamda 400 DNA fragmenti
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analiz edilmistir. Bu bantlardan 322 tanesi polimorfik 6zellik gostermistir. 34 aksesyonuna ait
genetik polimorfizim % 80.50 oraninda, genetik benzerlik katsayilar1 ise ortalama 0.81 olarak
hesaplanmistir. Genetik ¢esitlilige ait bantlar molekiiler varyans analizine tabi tutulmustur.
Analiz sonuclarina gore popiilasyon ici genetik varyans oldukca yiiksek (%87.98) cikmuistir.
Cografik farkliklara bagli genetik varyans da % 85.65 oraninda oldukga yiiksek bulunmustur.
AFLP polimorfizmine gore, li¢ cografik bolge arasi polimorfik bant yiizdeleri biiyiikten
kiigiige, %79 (Gilneybatt Cin), %49 (Kuzeybati Cin) ve %?26.25 (Amerika) seklinde
siralanmistir.  Kiime analizine (UPGMA) gore calisilan 6rnekler 6 guruba ayrilmistir. Temel
koordinat analizine (PCoA) gore ise genetik Ozelliklerine gore g¢alisilan Ornekler 3 temel
guruba ayrilmistir. Farklli cografyalara ait tetrapoliploidlerin hepsi bir gurupta, diploidler ise
cografik (kuzey, giiney) kokenine gore 2 gurupta toplanmislardir. AFLP analiz sonuglari,
daha 6nce Cin kaynakli 6rnekler ile yapilan morfolojik, agronomik ve karyotip ¢aligsmalari ile

uyumlu bulunmustur (Peng ve ark 2008).

Cin, Rusya, Kazakistan, Hindistan, Japonya ulkelerine ait 16 Dactylis aksesyonu
barindirdiklar1 genetik gesitlilik ve filogenetik iliskiler agisindan SSR molekiiler belirtecleri
ile taranmistir. 21 SSR primer ¢ifti toplamda 143 polimorfik allel bant vermistir. Lokus basina
allel sayis1 3-13 arast olup, primer ¢ifti basina ortalama 6.8 degeri hesaplanmigtir. 16
aksesyon i¢in ortalama genetik polimorfizim oran1 %90.7 bulunmustur. Bu oran aksesyonlarin
oldukca yuksek bir genetik gesitlilige sahip olduklarini gostermektedir. Molekiiler varyans
analiz sonuglar1 (AMOVA), popiilasyon ici genetik ¢esitliligi ortalama %65.75 ve cografik
bolgeler arasi gesitliligi ortalama %75.58 olarak gostermistir. Tetrapoliploid ve diploid
poliploidi seviyeleri aras1 genetik varyans sadece %2.62 bulunmustur. Terapoliploid guruplar
ici genetik gesitlilik (%94.23) ve diploid guruplar ici (%91.25) genetik ¢esitlilik aras1 farkin
cok biiylik olmamasi, iki poliploidi seviyesi arasinda ki filogenetik iligkinin ¢ok yakin
oldugunu gdstermektedir. Gurup analizi sonucu olusan dendrograma gore aksesyonlar 2
bliylik guruba ayrilmistir. Farkli bolgelere ait tetrapoliploidler bir guruba, diploidler ise
aralarinda 2 guruba ayrilmistir. Dactylis 6rnekleri arasi molekiiler genetik farkliliklar hem
aksesyon hemde cografik temelde yiiksek bulunmustur. Her aksesyona ait 10 bitkinin SSR
belirtecleri ile taranmasi genetik cesitliligi belirlemede yeterli bulunmustur. Diger yabanci
bugdaygil bitkilerindeki genetik cesitliligi belirleyen, mutasyon, gen akisi, seleksyon gibi
faktorlerin Dactylis ig¢inde gegerli olabilecegi bildirilmistir. SSR belirteclerinin her iki
poliploidi seviyesi icin, enzim belirteglerine gore genetik farkliliklar1 belirlemede daha etkin

olduklart soylenmistir (Xie ve ark 2010a).
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Aralarinda kiiltiir ¢esitlerinin, alt tiirlerin, dogal materyallerin ve ileri 1slah hatlariin
bulundugu, 27 iilke ve 9 farkli cografik bolgeye ait 74 Dactylis aksesyonuna ait genomlar,
bugdaygil kaynakli EST-SSR ve Dactylis’e 6zgii SSR belirtegleri ile taranmistir. Amag, bu
belirtecleri kullanarak, farkli cografyalara ait aksesyonlar i¢i ve arasi genetik cesitliligi
belirlemek, genetik kaynaklarin kullanimi ve korunmasi igin strateji gelistirmek olarak
aciklanmistir. 15 bugdaygil kaynaklt EST-SSR ve 15 Dactylis’e 6zgu SSR olmak lzere 30
primer ¢ifti kullanilmigtir. Toplamda 217 bant olusmus, bu bantlardan 190 adeti polimorfizim
gostermistir. Polimorfik bant basina ortalama 6.3 allel dismiistiir. Bu yiiksek orandaki
polimorfizim Dactylis cinsinin yabanci ddllenmesine baglanmigtir. 15 bugdaygil kaynakl
EST-SSR belirteci toplamda 90 bant olusturmus bunlardan 68 tanesi polimorfik bulunmustur.
Primer ¢ifti basma ortalama 4.5 polimorfik bant diigmiistir. 15 Dactylis SSR markir1 122
polimorfik bant olusturmus, primer ¢ifti bagina ortalama 8.1 polimorfik bant hesaplanmistir. 9
cografik bolge arasi polimorfizim orani, %30.16 (Dogu Avrupa) ve %88.89 (Kuzey Afrika)
araliginda ¢ikmistir. Aksesyonlar igin ortalama polimorfizim oran1 %84.63 olarak
bulunmustur. Molekiiler varyans analiz degerleri cografik guruplar i¢i %74.87 ve guruplar
arast %25.13 g¢esitlilik belirlemistir. Amerika ornekleri ile Okyanusya Ornekleri arasinda,
cografik duruma bagli belirgin farkliliklar gézlemlenmistir. 9 cografik bolge arasinda en
yiiksek genetik farklilik sirasiyla, Asya (P: % 94.44), Kuzey afrika (P: % 88,89) ve Avrupa
(P: % 87.30), en diislik genetik farklilik sirasiyla, Batt Avrupa (P: % 30.16), Okyanusya (P: %
40.48) ve Kuzey Avrupa (P:% 48.40) seklinde belirlenmistir. Bu oranlar ayn1 zamanda,
Avrupa, iliman Asya ve Kuzey Afrika’nin Dactylis i¢in farklilasma merkezi olabilecegini

gostermistir (Xie ve ark. 2010b).

Mendel agilimindan sapmalar (segregation distortion), kendileme depresyonu veya
genom iginde g¢esitli derecelerdeki uyusmazliklar sonucu gergeklesen bir olgu olarak
tanimlanmistir. Celtik, bugday, misir, yumak, ¢im gibi bugdaygillerde bu olguya sikca
rastlanmistir. Genlerin kalitiminda beklenen oranlarda sapmalara, kromozom kayiplari,
genetik izolasyon mekanizmalari, ¢aprazlama, aktif genlerin varhigi ve kalitim derecesi,
cevresel faktorler, zamanla bazi popiilasyonlarin kaybi gibi birgok biotik ve abiyotik faktor
etki etmektedir. Bu durum, evrimsel siiregte tiirlerin farklilagmasi ve g¢evreye adaptasyon
adina 6nemli olgudur. Genomdaki bu degisimlerin orani, derecesi, yonl ve genetik etkisi;
tirler, hibritler, genetik haritas1 yapilacak popiilasyonlar ve belirte¢ tipine gore ¢ok 6nemli
farkliliklar gostermektedir. Tiirler arasi eslesme ile iligili kisirlik genleri de yuksek derecede

gen sapmalarina neden olmaktadir. Bu durum celtikte gozlemlenmistir. Teoriye gore, mayoz

65



bolunmeyi kontrol eden olaylar, gen/lerin sapmalarina neden olabilir, 6rnegin gametofitik
yarista tercihli bir iireme durumu s6z konusu olabilir. Boylece erkek veya disi gametler iireme

sirasinda farkli davraniglar sergileyebilir (Xu ve ark. 1995, Yaneshita ve ark. 1999).

Dactylis, birgok bugdaygil yem bitkisinde oldugu gibi yabanci déllenmekte, yani ¢ok
biiyiik oranda kendine kisirdir. Kendine kisir bitkilerde, kisirlik ile ilgili genler ve kendileme
depresyonu sonucunda, genotiplerin kaltiminda Mendel agilimlarindan sapmalar goriiliir ve
bunlar geleneksel genetik metotlar ile analiz edilemezler. Ancak iki heterozigot ebeveyn
caprazlandiginda, F1 dollerine yaptiklart genetik katki belirte¢ sistemleri ile haritalanabilir.
Bu amagla, Isve¢ (01996) kaynakli diploid bir hat ile Cin (YA02-103), kaynakl1 bir diploid
hat melezlenmistir. Her iki diploid atanin, genetik ve morfolojik olarak birbirinden farkli
Ozellikler gosterdikleri belirlenmistir. Yoklama melezi ¢calismalar1 sonucunda elde edilen 111
F1 bitkisine ait genetik linkage 164 SSR ve 108 SRAP belirteci kullanilarak arastirilmistir.
Melezlemede erkek olarak kullanilan aksesyon (01996) erken ciceklenmekte (Mayis basi),
yapraklar1 genis ve uzundur. Disi olarak kullanilan aksesyon ise (YA02-103) Mayis sonu
ciceklenmekte, yapraklar1 dar ve kisadir. Babaya ait genetik linkage haritas1 57 SSR ve 33
SRAP olmak (izere toplamda 90 belirtec ile iligkili bulunmustur. Bu iliskiler 9’u askin linkage
gurubu olustumustur. Disi bitkiye ait genetik linkage haritasi 87 belirte¢ (54 SSR ve 33
SRAP) ile iligkili bulunmus, 10’u askin linkage baglantisi olusturmustur. Erkek bitkide
toplam genetik harita uzakligi 866.7 santimorgans (cM) ile genomun %81°ni kapsarken, disi
bitkide 866.7 cM ile genomun %75°ni temsil etmistir. Molekuler belirtecler arasi ortalama
harita uzunlugu, erkek bitkide 9.6 cM ve disi bitkide 8.9 ¢cM bulunmustur. Haritalamada
kullanilan 272 lokustan, %86’s1 bir atadan kaltilirken (Aa X aa veya aa X Aa), geriye kalan
% 14’ii ise her iki (Aa X Aa) atadan aktarilmistir. X? testine gore ise markirlarin %85’
Mendel oranlarina gore kalitilmistir. Geriye kalan %15 ise genetik sapma gostermistir. iki
harita arasinda erkek bitkide 5 ve disi bitkide 5 linkage gurubu olmak (izere toplamda 10
baglant1 gurubu homoloji gostermistir. Homoloji gésteren bu 10 linkage gurubunun, 8 tanesi
Domuz ayrigina 6zgii SSR, biri misir EST-SSR ve biri sorgum genomik SSR belirtecleri ile
homoloji kurmustur. Bu sonuglara ragmen, belirlenen linkage gruplari ile kromozomlar arasi
etkilesim yeterince agiklayict bulunmamistir. Bu iliskinin Dactylis’e 6zgu genomik problar
kullanilarak In situ hibridizasyon teknigi ile calisilmasinin agiklayici olacagi not edilmistir

(Xie ve ark. 2010).
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SSR gibi molekiler belirtegler ile bitki tiirlerine ait cografik dagilim, morfolojik
karsilagtirma, sitogenetik yapi, interpoliploidi gibi durumlarin ¢aligilabilecegi vurgulanmistir.
SSR belirte¢ sistemlerinin otopoliploid tiirlerin genetik yapilarinin arastirilmasinda oldukga
kullanigli olduklar1 agiklanmistir. Bu c¢alismalarin spesifik olmasi igin tiire 6zgii DNA
belirteclerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Dactylis glomerata i¢cin SSR belirteclerinin izole
edilmesi amac1 ile Japon ‘Akimidori II’ Dactylis ¢esidinden 3 bitki, Isve¢ ‘Loke’ Dactylis
¢esidinden 2 ve yine Japonya dogal florasindan 3 bitki olmak tizere toplamda 8 bitki tizerinde
calismalar yapilmistir. SSR belirteclerinin gelistirilmesi i¢in, 4 genomik kiitiiphaneden farkli
kaynaklara ait SSR belirtecleri kullanilmistir. Bu kaynaklardan elde edilen belirtegler
cogaltilmistir. Toplamda 969 essiz SSR klonu tanimlanmis ve primer dizayni igin
kullanilmistir. Bu 969 primer SSR sekanslar1 bilinen tiirler ile karsilastirilmistir. Tarama
sonuglarma gore 63 sekansin diger bitki tiirlerinin sekanslar1 ile énemli derecede homoloji
gosterdikleri belirlenmistir. Bu sekanslardan 34 tanesi celtik ve diger bazi tiirler ile gorevi
bilinmeyen genomik veya cDNA sekanslar ile yiiksek homoloji gostermistir. Fakat 18 SSR
sekans1 gorevi bilinen genler ile daha yliksek seviyede homoloji gOstermistir. 5 sekans
hareketli genetik elemanlar (transposeble elemanlar) ile 5 tanesi iki tiire ait mikrosatelit ve 1
sekans Agrostis stolonifera’nin Penn A-4 ¢esidi kloroplast geni ile yiiksek homoloji
gostermistir. 969 SSR sekansi kullanilarak, 8 ornege ait 606 polimorfik SSR belirteci
gelistirilmistir. Bunlardan 70’1 monomorfik (tek diize) bantlar gosterirken, digerleri ¢oklu
bantlar veya herhangi bir ¢ogaltma iiriinii (PCR) vermemislerdir. Bu 606 polimorfik SSR
belirtecinin biiyiik kisminin 1-13 arasi allele sahip oldugu ve primer basina ortalama 4.5 allel
diistiigli gortlmustiir. Bitki basimna polimorfik allel sayisi 1-4 arasinda bulunmustur. Bu
calismada gelistirilen SSR belirteclerinin Dactylis’in orjini, farklilasmasi ve genetik durumu

gibi konularin ¢alisilmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir (Hirata ve ark. 2011).

Bugdaygil yem bitkilerinin iyi bir yesil aksam olusturmalar1 istenir. Bu ylizden de
basaklanma siireleri ot verimi i¢in Onemlidir. Bu durumla ilgili yapilan c¢aligmada
tetrapoliploid Dactylis 6rneklerine ait basaklanma siireleri ile iligkili kantitatif gen gruplarinin
linkage haritas1 olusturulmustur. Bu amag i¢in Dactylis’de basaklanma ile alakali genetik
karakterler, EST belirte¢ kituphanelerinden elde edilen SSR belirte¢ kombinasyonlar1 ve
AFLP molekuler belirtecleri arastirma igin kullanilmistir. Molekiiler belirte¢ analizleri, gec
basaklanan Dactylis g. subsp. himalayensis ile erkenci veya ortanci basaklanan Dactylis g.
subsp. aschersoniana diploid atalarin melezlenmesinden elde edilen 284 F1 bitkisi

populasyonu (zerinde gerceklestirilmistir. 1806 AFLP ve SSR belirteci test edilmis,
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bunlardan 376 tanesi (%21) uygun dagilim oranina sahip bulunmus ve linkage gruplarinin
haritalanmasinda kullanilmistir. Kullanilan SSR belirtegler 32 tanesi her iki ata icin bantlar
olusturmus ve dollerde 3:1 oraninda diizgiin bir dagilim gostermislerdir. Bu yilizden iki
ebeveyn arasindaki iligskiyi belirlemek i¢in kullanilmiglardir. Bu ortak isaretlere dayanilarak
kromozom diizenlenmeleri hakkinda bilgi toplanmis, linkage gruplarindan 2 veya 6 tanesinde
segmental inversiyon olabilecegi bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu guruplar bitkilerin bas
baglamasi ile iligkili kantitatif kalitim gosteren guruplar olarak belirlenmislerdir. 63 adet SSR
markirt ¢eltik genomu ile benzerlik gostermistir. Linkage gruplar ici belirte¢ dagilimi
genellikle diizenli bulunmamistir. Kullanilan AFLP belirtegleri daha cok o6zel alanlarda
toplanmiglardir. 600 AFLP banti analiz edilmis, bu bantlarin 1:1, 3:1 veya 5:1 oraninda
dagilim gosterenler analiz i¢in segilmistir. F1 bitkilerine ait iki atanin genetik linkage haritasi;
28 linkage gurubunun beraber kalitildiklarin1 ve 7’sinin aralarinda homoloji gosterdiklerini
gostermistir. Bu 7 homoloji gurubu 38 belirte¢ ile birbirine baglanmistir. Linkage guruplari
98-187 cM arasi uzakliga ve belirte¢ basina ortalama 5.5 ¢cM sahip bulunmuslardir. Haritasi
yapilan 2 SSR belirteci, ¢eltik fiziksel haritasi ile homoloji géstermislerdir. Burada 7 homoloji
gurubundan 6’s1 ¢eltik ile aralarinda varoldugu sayillan benzerlikten faydalanarak
belirlenmistir. Basaklanma siiresi ile ilgili kantitatif 6zellikli lokuslar her iki ebeveyne ait

haritada 2, 5 ve 6 numaral1 linkage guruplari olarak belirlenmistir (Xie ve ark. 2012).

SRAP ve ISSR yem bitkilerine ait genetik cesitliligi belirlemede, iki ileri molekiiler
isaret teknigi olarak bilinmektedir. Bu iki isaret teknigi kullanilarak, 7 farkli iilke ve
cografyaya ait 44 aksesyon, 25 ekotip ve 19 gesitten olusan Dactylis koleksyonuna ait genetik
iliskiler calisilmistir. Kullanilan 21 SRAP primer kombinsyonu 476 bant olusturmus bunlarin
401’1 (%84.24) polimorfik ¢ikmistir. 12 SSR primeri ise toplamda 115 bant vermis bunlardan
100 tanesi (%86.96) polimorfizim gostermistir. SRAP belirtecleri igin 44 aksesyona ait
genetik benzerlik katsayisi ortalama 0.8013 olarak belirlenmistir. Cin’in Sichuan eyaletine ait
iki aksesyon en yliksek genetik benzerlik oranina (yani aralarindaki genetik uzaklik en diisiik)
sahip bulunmustur. Bunun tersine Cin Guizhou eyaletine ait bir aksesyon ile Danimarka’ya ait
bir aksesyon arasi genetik benzerlik ¢ok diisiik, genetik ¢esitlilik yiiksek bulunmustur. SSR
primerleri i¢in benzerlik katsayisi ortalamasi 0.8044 c¢ikmistir. Aksesyonlar arasi genetik
iliskiler SRAP sonuglari ile benzerlik gostermektedir. UPGMA ve PCA analiz sonuglarina
gore, SRAP sonuglari igin biitiin 6rnekler 3 guruba ve ISSR i¢in 4 guruba ayrilmistir. Es
bolgelerden toplanan 6rnekler ayni kiimede yer almigtir. Bu durum cografik farkliliklar ile

genetik ¢esitlilik arasindaki ilskiyi dogrulamistir. Cinde yetistirilen 3 c¢esit disinda kalan
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orneklere ait genetik gesitlilik diger bolgelere oranla oldukga farklilik gostermistir. SRAP ve
ISSR belirtecleri Dactylis genotipleri arasi iliskiyi belirlemekte benzer sonuglar vermistir.
Ancak SRAP belirtecleri daha polimorfik olup gurup olusturmada daha spesifik bulunmustur
(Zeng ve ark. 2012).

Cayir-mera yem bitkilerine ait yerel ekotipler genetik c¢esitlilik ve uyum acisindan
cesit gelistirmede O6nemli kaynaklardir. Cin yerel Dactylis genetik kaynaklarindan 8 gesit
gelistirilmistir. Yabanci dollenen tiirlere ait ¢esitlerin yliksek genetik cesitlilige sahip olmalari
tarimsal agidan aranan bir 6zelliktir. Cin kdkenli Baoxing, Anba, Bote ve Kaimo adli 4 gesit,
bir alt tir (Dactylis glomerata subsp woronowii) ve gelistirilmis bir hat (YA02-116) olmak
Uzere toplamda 6 akseyona ait molekiiler ¢esitlilik, toplam bant sayisi, polimorfik bant sayisi
ve polimorfizim oranlar1 SSR belirtegleri ile arastirilmistir. Her bir aksesyona ait 20 bitki 15
SSR primeri ile taranmistir. Toplamda 114 bant sayilmis, lokus bagina ortalama 7.6 allel
diistiigli hesaplanmigtir. 120 bitki arasinda SSR genetik polimofizim oran1 %100
gbzlemlenmistir. Molekiiler varyans analizine gore aksesyonlar, kendi iclerinde %65 ve
aralarinda %35 oranlarinda cesitlilik gostermistir. Bulgular, Cin Dactylis gesitlerinin genetik
farkliliklarinin yiiksek oldugunu ve ileri 1slah ¢aligmalart i¢in kullanilabilecegini géstermistir.
Kiiltiir ¢esitleri arasindaki bu yliksek varyasyonun kaynagi yabanci déllenmeye baglanmistir.
Cesitler yiiksek genetik cesitlilige sahipken, ileri 1slah hattinda genetik c¢esitlilik en az
bulunmustur. Kullanilan 1slah metodunun bu c¢esitliligi olusturmada c¢ok oOnemli oldugu
vurgulanmistir. Yabani materyallarden 1slah edilen c¢esitler, klonlardan 1slah edilen ¢esitlerden
daha yuksek bir genetik gesitlilik gostermistir. Yerel gesitler ile yabani popiilasyonlar arasi
yabanci dollenme, genetik cesitliligin bagka bir sebebi olarak belirlenmistir. Ayrica Cin
Dactylis kiiltiir gesitlerinin yem tiiretimi amaci ile yiiksek bir seleksiyon baskisina maruz
kaldiklar1 belirtilmis. Bu durumun zamanla kiiltiir c¢esitlerinde genetik cesitliligi
siirlayabilecegi iizerinde durulmustur. Bu yiizden dogal ve tarimsal genetik kaynaklarin etkin

bir sekilde kullanilmasi gerektigi onerilmistir (Xie ve ark. 2012).

Avrupa’nin dogal ve yar1 dogal meralarindan, isveg’e ait 20, Bulgaristan’a ait 20 ve
19’u Norveg kaynakli olmak iizere toplamda 59 Dactylis popiilasyonu, popiilasyon bazinda ve
bolge bazinda, bulundurduklar1 genetik ¢esitlilik ve aralarindaki iligkiyi belirlemek amaciyla,
29 SSR belirteci ile arastirlmistir. Ug bolge arasi ortalama heterozigosite orani 0.44-0.59
arasinda olup, en yiiksek heterozigosite oranint Norveg bolgesi gostermistir. Gozlemlenen

allellerin %59.9’u nadir bulunmustur. Incelenen 1861 bitkinin %80.82’si kendi cografik
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alanlaria 6zgii allel frekans1 gostermistir. Materyallerin toplandigi cografyalarin birbirinden
uzak olmalarina ragmen, ortalama genetik uzaklik kiiciik bulunmustur. Her ii¢ cografik bolge
elemani tetrapoliploid D. glomerata’da, popiilasyonlar i¢i genetik ¢esitlilik yiiksek bulunmus
ve her cografyaya Ozgii gesitli sayilarda nadir ve spesifik alleller tespit edilmistir. Genis ve
stireklilik arz eden Bulgaristan otlaklarina ait 6rnekler en fazla genetik ¢esitliligi gostermistir.
Buna ragmen kesikli cografik 6zellik gosteren ve yar1 dogal Norveg meralarina ait 6rnekler en
yuksek nadir ve spesifik allel cesitliligi gostermistir. Avrupa’da 3 bdolge meralarindan
toplanan genetik materyallerin Dactylis 1slah1 i¢in degerli oldugu sonucuna varilmistir (Last
ve ark. 2013).

Italya’nin Sicilya bélgesine ait farkli iklimsel &zelliklere sahip 9 lokaliteden D.
glomerata popiilasyonlar1 ve karsilastirma igin 3 (Kasbah, Porto ve Medly) kiiltiir ¢esidi
kullanilarak 2 yillik deneme yiiriitiilmiistiir. Kiiltiir ¢esitlerinden Kasbah yazin dormant, diger
iki ¢esit ise yazin aktif biiyiimektedir. Cigceklenme zamaninin belirlenmesi i¢in de kontrol
olarak subsp. hispanica bitkileri kullanilmistir. Calismanin amaci, yari kurak Akdeniz iklim
Ozelliklerinin gorildiigii bolgeye uyum saglayacak uygun morfolojik ve tarimsal karakterlere
sahip genotipler segcmektir. Bu karakterlere ait genetik cesitlilik ayn1 zamanda floresan AFLP
teknigi ile desteklenmistir. Bitki boyu, yaparak eni ve genisligi gibi karakterlerde 6nemli
farkliliklar gézlemlenmistir. Orneklere ait basaklanma siireleri 83-125 giin aras1 bulunmus,
yazin aktif biiylimelerine gore, tamamen dormant, yar1 dormant ve dormant olmayan seklinde
farkli guruplar ortaya ¢ikmistir. Baz1 popiilasyonlarda hayatta kalma orani, yazin aktif olan 2
standart ¢eside yakin bulunmustur. Popiilasyonlardan biri yiiksek oranda dormant olmasina
ragmen, dormant standart ¢esitten daha fazla ot verimine sahip bulunmustur. 2. yilin sonunda
genotiplerin hayatta kalma orani ortalama %85.5 bulunmustur. 7 AFLP primeri kullanilmis, 9
populasyon ve 3 ¢eside ait 1788 AFLP piki belirlenmistir. 1788 pikten 1648’1 polimorfik
bulunmus ve polimorfizim oran1 %92.1 olarak belirlenmistir. 12 6rnege ait genetik benzerlik
ortalamasi 0.52 bulunmus, genetik benzerligin en az (0.33) bulundugu iki genotip oldukca
farkli cografik bolgelerden toplanmistir (Copani ve ark.2013).

Kanarya adalarinda iki diploid Dactylis formu tanimlanmistir. Bu formlardan Dactylis
smithii disiik rakimlarda, Dactylis metlesicsii ise ylksek rakimlarda tespit edilmistir. Bu iKi
forma ait ¢ekirdek ITS sekanslar ile Ispanya, Portekiz ve Kuzey Afrika kdkenli diploidler
aras1 c¢ekirdek ITS sekanslar1 karsilastirilmistir. Her taksona ait en az 3 genotip kullanilmas,

poliploidi seviyeleri flow sitometri ile belirlenmistir. Ornekler aras1 filogenetik agac,
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Dactylis’e yakin tiir Lamarckia aurea temel alinarak hazirlanmistir. Calisma sonuglarina
Ispanya, Portekiz (iber Yarimadasi) diploidleri ile Kuzey Afrika diploidleri belirgin
farkliliklar gostermistir. Subsp. smithii Kuzey Afrika kokenli castellata, mairei, santai alt
tiirleri ile benzerlik gostermis, ancak 601 numarali sekans bakimindan farklilik géstermistir. 4
smithii aksesyonundan 3 tanesi bu sekans bakimindan duplikasyona sahip bulunmustur. Bu
durum Iber formlar ile Kanarya adalar1 menseili subsp. smithii arasinda filogenetik bir iliski
oldugunu gostermektedir. Bunun tersine metlesicsii aksesyonlarindan birtanesi 3 sekans
bakimindan, Iber kaynakli izcoi ve lusitanica ile biiyiik benzerlik gdstermistir. Bununla
birlikte incelen 4 ITS sekansindan 3 tanesinde duplikasyon belirlenmistir. Kuzey Afrika
orneklerinden castellata, mairei ve santai’e ait bazi aksesyonlar ise ayn1 sekans Ozellikleri
gbstermistir.  Sonu¢ olarak yiiksek rakimlarda yetisen metlesicsii  formunun Iber
Yarimada’sindan kokenlenebilecegi ve diisiik rakimlarda yetisen smithii formunun ise Kuzey
Afrika’nin toplandig1 bolgeye yakin kisimlarindan kdken almis olabilecegi sonucuna
ulasmistir. Ayn1 zamanda kesisen alanlarda hibrit formlarada rastlanabilecegi eklenmistir

(Stewart ve ark. 2013).

Son 50 yilda 100’4 askin, ¢ogu tetrapoliploid Dactylis glomerata’ya ait gesit
gelistirilmistir. Biiyiikk ¢ogunlugu Kuzey Amerika olmak iizere, Joponya, Avrupa ve Yeni
Zelanda menseili 52 Dactylis, gesit, aksesyon ve 1slah hattindan olusan materyal, genetik
iliskileri agisindan SSR belirtegleri kullanilarak karsilagtirilmistir. Amag¢ ¢ogu 5 veya 10
klondan gelistirilen ¢esitler i¢i ve arast genetik cesitliligin durumunu belirlemektir. Boylece
bitki 1slah1 agisindan ¢esitlerin yeteri kadar genetik farklilik tasiyip tasimadiklar
arastirtlmistir. Ayrica Dactylis glomerata alt tiirlerine ait bazi aksesyonlar, ¢esit gelistirme
sirasinda eski atalar olduklarindan, ¢esitlere yapmis olduklar1 genetik katki veya c¢esitlerdeki
degisim durumu agisindan incelenmistir. Cesit i¢i genetik benzelik %52-71 arasinda
bulunmustur. Genetik farklilik seleksiyona ugramis popiilasyonlarda, birka¢ cesit ve hatta
gorilmiistlir. Bu guruplar genetik olarak Asya’nin dogu taksonlar1 ile benzerlik gostermis ve
gec ciceklenme Ozelligi gostermistir. Sonug olarak, ¢esitler i¢i genetik farklilik yiiksek iken,
cesitler aras1 genetik farklilik yetersiz bulunmustur (Xie ve ark. 2014).

Dactylis glomerata L. turinin Akdeniz ve ona benzer iklimlerde yetistirilebilecek
onemli bir yem bitkisi oldugu belirtilmistir. Yunanistan cografyasinda Dactylis glomerata L.
bitkilerinin kurakeil, diisiik yiikseltili veya yliksek rakimli Alpin benzeri otlaklarda oldukca

yaygin oldugu aktarilmistir. Yunanistan’a ait farkli cografyalarda yetisen dogal Dactylis
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glomerata popiilasyon ¢esitliligi, morfolojik ve molekiiler belirtecler kullanilarak ¢alisilmistir.
Bu sebeple Yunanistan’in merkez, kuzey ve giiney olmak iizere 3 farkli lokalitesinden, her
lokalitede 2 km ara ile 2 farkli populasyon, toplamda 72 bitki toplanmistir. Calisilan
popiilasyonlara ait molekiiler genetik iliskiler SSR ve ISSR belirtecleri ile taranmis elde
edilen sonuglar, cografik ve morfolojik 6zellikler bakimindan karsilastirilmistir. Basaklanan
sap sayist disinda, cografik bolgelere bagli olarak diger tiim morfolojik karakterler farkli
bulunmustur. Dahasi giiney bolgesine ait aksesyonlara ait fenotipik cesitlilik, kuzey bolgesine
ait olanlardan daha fazla bulunmus. Molekiiler belirte¢ sonuglar1 karsilastirildiginda, tiir
seviyesinde olduk¢a yiiksek bir genetik ¢esitlilik hesaplanmistir. Molekiiler belirteg
analizlerine gore, popiilasyonlar i¢i genetik farklilik ISSR belirtecleri igin %62 ve SSR
belirtecleri i¢in %83 oraninda hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasinda ise ISSR i¢in %38 ve
SSR i¢in %17 oraninda hesaplanmistir. Bu durumda popiilasyonlar ic¢i genetik farklilik
popiilasyonlar arasindan daha yiiksek bulunmustur. Kiime analizine gore bu veriler
degerlendirildiginde 3 bolgeye ait popiilasyonlar iki gurupta toplanmistir. 1. grup Crete
(gliney) adasina ait popiilasyonlar, 2. grup ise kuzey popiilasyonlar1 (Taxiarchis) ile merkez
(Pertouli) popiilasyonlarindan olusmustur. Bu ¢alismada, SSR belirtecleri populasyon igi,
ISSR Delirtecleri popiilasyonlar arasi genetik cesitliligi belirlemede daha elverisli
bulunmustur. Calisilan lokasyonlar bazinda genotipik ve fenotipik 6zelliklerin her ikisi de
cesitliligi belirlemede kullanigli bulunmustur. Hem tiir hem de lokasyon bazinda yiiksek
genetik cesitlilik gézlemlenmistir. Kuzeye ait bitkiler (Taxiarchis) boyca uzun, yaprak ve
dallar genis, basaklar diger iki bolgedekinden daha uzun bulunmustur. Giiney (Crete Adasi)
bolgesinden toplanan bitkiler ise morfolojik olarak, en kisa boylu, yaprak ve dallar dar,
basaklar daha kisa belirlenmistir. Vejetatif ve generatif fenotipik karakterler oldukea farklilik
gostermelerine ragmen, basak uzunlugu, ilk internod uzunlugu ve bitki yiiksekiligi D.
glomerata bitkileri igin kullanilabilecek belirgin farkliliklar gésteren temel morfolojik
karakterler olarak belirlenmistir. Bu morfolojik karakterler ¢evre ile iliskilendirildiginde, en
yiiksek fenotipik farklililar1 Crete adasina (giiney) ait aksesyonlar gdostermistir. Bu duruma
orneklerin toplandig1 alanlarda, tiire ait popiilasyonlarin sayica fazla olmasinin sebep
olabilecegi sOylenmistir. Buna ragmen en az morfolojik farkliliklara sahip aksesyonlar
Taxiarchis (kuzey) bolgesine ait bulunmustur. Pertouli (merkez) bitkilerininde yiksek
fenotipik farkliliklar gosterdikleri belirtilmistir. Bunun sebebi olarak bdlgenin farkli mikro
klimalara sahip olmasi neden gosterilmistir. Mikrosatellit belirte¢c (SSR ve ISSR) analiz
sonuglarina gore, 3 bolgeye ait drneklerin hepsi bu belirtecler agisandan yiiksek polimorfik

bantlar gostermistir. Kuzey bolgesi (Taxiarchis), fenotipik ve genetik olarak diger iki bolgeye
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gore en az gesitlilik gosteren yer olmustur. Giiney lokasyonlar1t SSR ve merkez lokasyonlari
ISSR belirtegleri bakimindan daha yiksek polimorfizim gostermistir. Giiney bodlgesindeki
fenotipik ve genetik cesitlilik, biiyiikk oranda iklimsel kosullarin yarattigi stres (sicaklik,
kuraklik) faktorlerine baglanmistir. Benzer durumun merkezde goriilmesinin habitat
cesitliliginden kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Kuzey (Crete) bolgesi bitki genomlari, diger
iki lokasyona gore daha yiiksek sayida spesifik allel polimorfizmi gostermistir. Bu duruma
cografik engellerin olusturdugu iireme engellerinin neden olabilecegi belirtilmistir (Madesis

ve ark. 2014).

Domuz ayrigina ait genetik kaynaklarin ¢aligilmasi, etkili bir 1slah programu, tiire ait
yem Kalitesi ve verimliliginin artirtlmasi i¢in Onemlidir. Dactylis genetik kaynaklarinin
arastirildig1 bagka bir ¢alismada, 21 iilke ve 7 farkli cografyayadan 95 aksesyona ait genetik
cesitlilik ve aralarindaki iliskileri belirlemek i¢in protein sentezini baslatan kodon (ATG)
dizisi belirte¢ olarak kullanilmistir (SCoT: start codon-targeted). Bu amagcla 24 adet yeni,
kolay, polimorfik ve guvenilir SCoT belirte¢, analiz i¢in kullanilmigtir. Primer basina
ortalama 11.4 olmak iizere toplamda 324 bantin 273’ii polimorfik ¢ikmistir. Cins ig¢in
ortalama polimorfizim orani %83.4 bulunmustur. Molekiiler varyans analizine gore gurup igi
polimorfizim orani %69.13 ve guruplar arasi polimorfizim oran1 %30.8 olarak belirlenmistir.
6 primer i¢in polimorfizim oran1 %100 ¢ikmistir. 7 cografik bolge i¢in Dactylis drneklerine
ait genetik varyasyon oranlari, biiyiikten kii¢iige dogru Bat1 Avrupa (P: % 65.74), Giiney Cin
(P = % 59.26), Kuzey Cin (P = % 54.32), Kuzey Avrupa (P = % 46.60), Merkez Avrupa (P =
% 41.67), Kuzey Amerika (P = % 36.11), Okyanusya (P = % 35.80) seklinde siralanmuistir.
Bu degerlere gore, ornek sayist veya cografik kosullara bagli olarak Avrupa ve Cin
aksesyonlar1 onemli dizeyde genetik gesitlilik gostermistir. Sonuglar guruplar arasi genetik
cesitliligin, cografik bolgelere ve dagilisa oranla daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
UPGMA dendrogram sonuglari, cografik bolgelere gore 95 aksesyon i¢in 7 grup (kiime)
olusturmustur. Ayn1 bolgeye ait aksesyonlar ayni kiimede toplanmistir. Orjinlerine goére her
kiime aym1 zamanda alt gurup ozellikleri gostermistir. Ozellikle Giiney ve Kuzey Cin
aksesyonlar1 genetik olarak birbirlerine ¢ok yakin ¢ikmistir. Bu genetik cesitlilige,
ekocografik kosullar, iklim tipleri, 1slah ¢alismalari, kiiltiir ¢esitleri aras1 gen gegisi, kuslarin
tohumlar1 tagimalari, tohumluk se¢imi gibi etkenlerin neden olabilecegi sdylenmistir. Bu
calisma ile SCoT genetik belirteclerinin, Dactylis icin genetik ve cografik farkliliklart
belirlemede, Dactylis gen kaynaklarmin degerlendirilmesi ve korunmasinda basarili bir

sekilde kullanilabilecekleri gosterilmistir (Jiang ve ark. 2014).
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Dactylis’in taksonomik statiisiinii aydinlatmaya yonelik molekiiler calismalardan
biride, Dactylis’e ait 5S rDNA ara bdlgelerine (intergeneric sequences/ 1GS) ait PCR
tirtinlerinin, diger bazi Poeaceaea tiirleri ile karsilastirilmasi olmustur. Ukrayna kaynakli
calismada belli bir bélgeye ait Dactylis 6rnekleri toplanmis, 5S rDNA (rRNA) I1GS bdlgeleri
PCR ile ¢ogaltilmig, Dactylis’e ait 5S rDNA PCR drinlerinin buydklikleri jel elektroforezi
ile saptanmis ve sekans dizilimleri belirlenmistir. Caligmada Dactylis’in 258 b¢ uzunlugunda
5S rDNA-IGS sekanslarina sahip oldugu, bu 6zelligi ile Poeaea irkinda en kisa sekanslara
sahip oldugu belirtilmistir. 5S rDNA tekrarlarinin RNA 3 polimeraz aktivitesi gosterdikleri ve
promotore sahip olduklari belirtilmistir. Dactylis glomerata 6rneklerine ait 5S rDNA-IGS
sekanslar1 %96.8-98.8 aras1 genetik benzerlik gdstermistir. Bu oran tiir i¢i (Intragenomik)
genetik homolojinin yiiksek oldugunu gostermistir. Yapilan 5S rDNA IGS sekans
karsilastirmasi, D. glomerata ile kendisine uzak akrabasi1 Avena clauda arasinda yiiksek bir
homoloji oldugunu, muhtemelen subtribe Dactylidinae ile subtribe Aveninae arasinda yatay
bir sekans gecisi ihtimali oldugu ve bu olgunun ileri ¢aligmalar ile aydinlatilmasi gerektigi

aktarilmistir (Volkov ve Panchuk 2014).

Dactylis serin mevsim yem bitkilerinden olup, yazin havalar 1sindik¢a ot verimi
azalmaktadir. Bu sebeple Dactylis ve sicaklik stresi ile ilgili ¢alismalar yapilmas: 6nemli
goriilmiistiir. Sicak mevsimlerde de Dactylis’ten yiiksek ot verimi almak igin, sicaklik
toleransi ile iliskili genetik faktorlerin belirlenmesi ve ileri 1slah ¢aligmalar1 i¢in molekiiler
belirteclerin gelistirilmesi gerekmektedir. Sicaga dayanikli ‘Baoxing’ ve sicakliga duyarl
‘01998’ genotipleri kullanilarak Dactylis genotiplerinin sicakliga adaptasyon ile iliskili genetik
Ozellikleri molekiler belirtecler ile arastirilmistir. Illumina RNA sekans okuma teknolojisi
kullanilarak SSR ve SNP molekiiler belirteclerine dayali polimorfizim ve yani sira sicaklik
stresi altinda farkli eksprese olan dayaniklilik genleri belirlenmeye ¢alisilmustir. iki genotipe
ait bitkiler yetistirildikten sonra giindiiz 38 C° ve gece 30 C° olmak Uzere 26 gin sure ile
sicaklik stresi uygulanmistir. Belirli araliklar ile alinan yaprak 6rneklerine ait mRNA’lar izole
edilmis ve cDNA’lar1 sentezlenmistir. SSR ve SNP belirteclerine 6zgi polimorfizimler
belirlenmistir. Daha sonra Illumina HiSeq 2000 platform sayesinde bu polimorfizimleri
belirleyen transkriptom okumalar1 yapilmistir. 207 milyon islenmemis (ham) okumadan,
yuksek kaliteli 163 milyon islenmis sekans okumasi gergeklestirilmistir. Gerekli
diizenlemelerden sonra toplamda 126846 unigen tanimlanmis ve bunlardan 40078 tanesinin
kodlama sekanslar1 tasidigi belirlenmistir. Yine birlestirilmis unigenlere gore 669300 adet

yuksek kaliteli SNP okumasmin, 416099 tanesinde transisyon, 257736 tanesinde
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transversiyon (nokta mutasyonlar1) ve 75875 tanede unigen saptanmistir. Ayrica toplam 8475
mikrosatelitin 7764 unigen barindirdg: belirlenmistir. Sicaklik stresi altinda, sicakliga farkl
cevap veren unigen sayisi, sicaklia toleransli ‘Baoxing’ (3527)’de sicakliga duyarli ‘01998’
(2649)’den fazla bulunmustur. Sicaklik stresi sonrasi cevap olusturan sekanslarin yiiksek
teknoloji sayesinde yapilan transkriptom analizi SNP ve SSR belirteci gelistirmede ve sicaklik

stresi ile iligkili 6zel genlerin belirlenmesinde etkili oldugu bildirilmstir (Huang ve ark. 2015).

Diploid Dactylis glomerata subspecies sinensis, Cin’in bazi eyaletlerinde 1000-3800
m arasi yiikseltilerde, soguk iklim zonunda belirlenmistir. Bu 6zelligi nedeni ile diger diploid
ve tetrapoliploid Dactylis taksonlarinin yaygin olarak bulundugu alanlardan kopuk bir durum
sergilemektedir. Bu duruma agiklik getirmek amaci ile Cin kaynakli 10 tetrapoliploid
aksesyon ile diploid iki subsp. sinensis genotipi, Asya, Avrupa, Kuzey Afrika ve Kanarya
Adalari’na ait 17 diploid takson, niikleer ITS sekanslar1 bakimindan karsilastirilmistir. ITS
sekans yapilarina gore diploidler, Avrupa ve Kuzey Afrika gurubu (aschersoniana,
woronowii, smithii, santai, castellata ve mairei), Iber gurubu (ibizensis, lusitanica, juncinella
ve izcoi) ve 3. gurubu ise Orta Dogu kdkenli Judaica, Iran’m yiiksek kesimlerinde yetisen
parthiana ve Himalaya diploidi himalayensis olusturmustur. Cin diploid 6rneklerinin Avrupa
diploidlerine benzedikleri fakat ITS sekanslarinda 4 adet mutasyon gdsterdikleri
belirlenmigtir. 10 Cin kaynakli tetrapoliploidin 5 tanesi sekanslarinda niikleotit pozisyonunda
farkliliklar gostermistir. Farkliliklara dayanilarak bu tetrapoliploidlerin  Avrupa kokenli
aschersoniana ile Cin kokenli diploid sinensis hibridi olabilecegi bildirilmistir. 4
tetrapoliploid takson sekanslarindaki farkliliklara bakilarak, bunlarin Himalaya kokenli
diploid himalayensis ve Avrupa kokenli diploid aschersoniana hibridi olabilecekleri
aktarilmistir. Geriye kalan tetrapoliploid aksesyonlarin tipik diploid aschersoniana sekans
ozellikleri gosterdikleri, dolaysi ile bu tetrapoliploidlerin iki aschersoniana genotpinin
indirgenmemis gametlerinin birlesmesi sonucu olugmus olabilecekleri sonucuna varilmistir.
Cin kaynakli diploid sinensis 6rneklerinin genetik kdken olarak Avrupa diploid ashersoniana
fomlarina yakin, cografik olarak daha yakin olan diploid himalayensis formlarina ise genetik
olarak daha uzak oldugu goriilmiistiir. Diploid aschersoniana Cin’e en yakin Kafkasya buzul
barinaklarinda gozlemlenmistir. Diploid sinensis ile iliskisinin buzul devri 6ncesi veya daha
yakin zamanda ¢’ Ipek Yolu’’ aracilig1 ile olabilecegi yorumunda bulunulmustur (Steward ve

Ellison 2015).
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2. 6. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Sitogenetik, genetik biliminin tamamlayici dallarindan biri olup, ¢ekirdek veya
organel genomlarinin, 6zellikle kromozomal seviyede yapi ve organizasyonlarinin analiz
edilmesinde, 1900’1 yillardan beri kullanilmaktadir. Kullanilmaya baslandigi giinden bu yani
birgok biiylik 0karyotik canli gurubuna ait kromozomlarin tanimlanmasi ve karyotiplerinin
olusturulmasinda kullanilmistir. Genlerin fiziksel paketlenmis halleri olan kromozomlar,
biyluklik ve morfoloji olarak tur i¢i ve tiirler arasinda farkliliklar sergilemektedir.
Kromozomlar bazi fiziksel 6zelliklerine gore; kol uzunluklari, sentromer pozisyonu, sekonder

yap1 gibi karsilastirilip, tanimlanabilir (Maluszynska 2002, Figueroa ve Bass 2010).

Cesitli sitogenetik metotlar ile haklarinda bilgi toplanan, kromozom, kromozom
pargalar1 veya belli gen bolgelerine ait ayirt edici 6zellikler, insan sagligi, bitki veya hayvan
genetigi, taksonomisi ve 1slahi amaci ile kullanilmaktadir. Sitogenetik bilgiler 15181 altinda,
kromozomal anormaliler ve bunlara bagl genetik hastaliklar, evrimsel biyoloji, karsilastirmali
taksonomi, filogenetik arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalar, genomlar1 olusturan
yapisal Ogelerin, poliploidi seviyesi, intra veya inter-spesifik genetik materyal gecislerin
belirlenmesi, belirli gen bolgelerinin haritalanmasi sonuglarina dayanmaktadir (Hasterok ve

ark. 2006a, Figueroa ve ark. 2012, Pita ve ark. 2013).

Sitogenetigin temel materyali olan kromozomlar, hiicre dongiisiiniin ¢esitli
asamalarinda fakat Ozellikle kromozomlarin yogunlastigi ve kisaldigi mitoz metafaz
asamasinda daha kolay c¢alisilmaktadir. Isik mikroskopu altinda kromozomlar gézlenemez,
ancak floresan olmayan (asetokarmin, asetoorsein, feulgen) ve floresan (DAPI, kromomisin
A3, probodium iyodat, Hoechst) boyalar ile boyanarak gortnir hale gelirler (Walling ve ark.
2005, Siljak-Yakovlev ve ark. 2014). Klasik sitogenetikte, metafaz kromozomlari, yukardaki
boyalarla homojen boyanmakta, uygun mikroskoplarla incelendikten sonra, bu sekilde
kromozomlarin sayisi, kol uzunluklar1 ve oranlar1 dlgiilmekte, sentromer, satelit, NOR bolgesi
gibi morfolojik yapilar belirlenebilmektedir. Fakat baz1 bitki tiirlerinde, kromozomlarin kiigiik
olmasi, ¢ok sayida olmasi veya morfolojik olarak ayirt edilememesi (simetrik karyotip); yant
sira inversiyon, translokasyon, delesyon gibi kromozomal degisikliklerin belirlenmesi; sekans
diizeyinde genom organizasyonunun aydinlatilmasi gibi durumlarda yukardaki homojen
boyamalar yetersiz veya sinirh diizeyde bilgi saglamaktadir. Bu durumda spesifik bolgeleri
belirleyen boyama teknikleri (C, Q, N, NOR, G bantlari) kullanilmaktadir. Farkli boyalar

kullanilarak kromozomlar, boyandiklar1 yerlere ve boyanma yogunluklarina gore
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siiflandirilip, karsilastirilabilir. Fakat cogu durumda bu teknikler de yetersiz kalabilmektedir.
Bu durumda daha ileri tekniklerin tek veya yukaridaki tekniklerle birlikte kullanilmalari
gerekmektedir (Sharma ve Sharma 2014, Singh 2016).

Son yillarda gelisen bilimsel ve teknolojik gelismelere parallel olarak sitogenetik
biliminin kullanim alan1 ve etkinligi artmis, yukardaki sitogenetik yontemlere ilave yeni
teknikler gelistirilmistir. In situ hibridizasyon teknikleri bu gelismelerden olup, sitogenetik
calismalarin molekiiler diizeyde yapilmalarina olanak saglamaktadir. Genom yapisindaki
tekrarli diziler ve tek kopya DNA bolgeleri; kiigiik farkliliklar gdsteren genomlari, bir
genomda bulunan kromozomlarin homoloji derecesini, farkl: tiirlerin genomlarini, poliploidi
durumlarini, yapay olusturulan melezlerin genom yapisini agikliga kavusturmada ¢ok dnemli
isaretlerdir. Bu isaret niteligindeki gen dizilerinin belirlenmesi ve karsilastirilmasi i¢in en
etkili molekiiler sitogenetik yontemlerin basinda in situ hibridizasyon teknikleri gelmektedir
(Jiang ve Gill 2006, Chester ve ark. 2010, Figueroa ve ark. 2012, Karafidtova ve ark. 2016).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), genomik in situ hibridizasyon (GISH), Fiber-
FISH, cok renkli FISH, Try-FISH, {i¢ boyutlu FISH gibi farkli in situ hibridizasyon
varyasyonlar1 kullanilarak, spesifik kromozomlar, kromozom setleri, kromozom bdlgeleri,
kromozomal anormaliler, belirli gen bolgeleri gelismis floresan boyama ve goriintiileme

ekipmanlariyla analiz edilmektedir (Pita ve ark. 2014, Xu ve ark. 2016).

Asagida bu tez ¢alismasinda kullanilan floresan in situ hibridizasyon tekniginin (FISH/
Fluorescence In Situ Hybridisation) gelisimi, ¢esitleri ve kullanim alanlar1 hakkinda bilgiler

verilmistir.

FISH biyolojik materyallerden elde edilen niikleik asitlerin yap1 ve fonksiyonlarinin,
mikroskop slaytlari iizerinde incelenmesine olanak saglayan in situ hibridizasyon tekniklerden
birtanesidir. DNA-DNA hibridizsyonuna dayali FISH, gen sekanslarinin hticrenin gesitli
kromozomal asamalarinda, kromozomlar iizerindeki lokasyonlarmni  belirlemede
kullanilmaktadir. RNA-RNA FISH ise hiicre veya dokularda genlerin ekspresyon
Ozelliklerini, aktif genlerin sentezledigi RNA’lar1 veya immiinolojik boyama metotlar1 ile
birlestirilerek kromozomlarin yap1 ve fonksiyonlari ile iliskili proteinleri belirlemede
kullanilmaktadir. FISH goreceli uygulama kolayligi, farkli floresan boyalarin ¢esitliligi,
gorlintiilleme ve analiz edilebilirliginin hizli olmasi nedeni ile oldukc¢a yaygin kullanilan ve

gelismekte olan bir tekniktir. Bu sebeple ¢esitli canlilara ait genom projeleri ve fonksiyonel
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genomik calismalarda, sitogenetik harita olusturmak ve genoma etraflica bakmak amaci ile

siklikla kullanildig1 gorilmektedir (Jiang ve Gill 2006, Pita ve ark. 2014, Xu ve ark. 2016).

DNA-DNA FISH tekniginde sitolojik veya histolojik kaynakli hedef DNA ve bu hedef
DNA {izerindeki ilgili bolgeye baglanan floresan boya isaretli spesifik prob veya problarin
olusturdugu yap1 (hibridizasyon) mikroskop slaytlari iizerine fikse edilmektedir (Sekil 2. 1).
Arkasindan bu mikroskobik preparatlar floresan, konfakal veya elektron mikroskoplari ile
incelenmektedir. Preperatlara ait kullanigh goriintiiler ¢ekildikten sonra gesitli analiz
programlari ile belirli genom sekanslarina ait bazi nicel (sinyallerin sayis1) ve nitel (yapisal
Ozellikleri, Okromatik, heterokromatik, erken ya da ge¢ replike olmasi) bilgiler
degerlendirilmektedir. Teknik, ¢esitli asamalarda kinetik kontrol (denatiirasyon, renatiirasyon)
mekanizmalar1 ve kimyasal ¢ozeltiler kullanilarak gerceklestirilmektedir. FISH ve varyantlari
mitoz metafaz kromozomlarina, mayoz pakiten, diakinez ve metafaz I kromozomlarina
uygulanabilmektedir. Ayrica, konfakal taramali laser mikroskop yardimi ile hiicrenin interfaz
evresi kromatin yapisina ait sinyaller gozlenebilmektedir. Yine hedef olarak, kimyasal
islemler sonucunda, uzatilmis DNA iplikcikleri ve kromatin fiberleri kullanilarak hedef
sekanslara ait yiiksek ¢oziiniirlikli haritalar hazirlanmaktadir (Walling ve ark. 2005, Chester
ve ark. 2010, Badaeva ve ark 2017).

FISH c¢alismalarinda nikleik asit Gzerindeki hedef bolgeler prob veya problar
aracilifiyla isaretlenmektedir. Prob olarak genom sekanslarma ait kodlayan veya kodlama
yapmayan genellikle tekrar dizilerinden olusan bolgeler siklikla kullanilmaktadir. Yine
rekombinant DNA kuittphaneleri taranarak BAC (bacterial artificial chromosome), YAC
(yeast artificial chromosome), plasmid gibi klonlar, PCR urinleri veya bir bitkinin genomik
DNA’sinin tamami da prob olarak kullanilmaktadir. Kullanilan problar amaca bagl olarak,
bazilar1 spesifik kromozomlar: diger biitiin kromozomlardan ayiran morfolojik farkliliklar
gosterirken, bazilar1 dogal veya sentetik allopoliploid organizmalarda kromozomlarin kékeni
hakkinda bilgi vermektedir (Hasterok ve ark. 2006b, IBGSC 2012, Lysak ve Mandakova
2013, Badaeva ve ark. 2017).
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Probe DMNA

Denature
and Hybndize

Figure 1: Labeling DMNA probe for FISH analysis

Sekil 2. 1. Basitlestirilmis DNA-DNA FISH tekniginin grafiksel gosterimi. ilk énce prob DNA’s1 floresan
molekillerle (yesil) isaretlenip (labeling) yeniden sentezlenir. Prob ve kromozomal DNA denatiire
edildikten sonra birlestirilerek hibridizasyona tabi tutulur. Prob ile kromozomal DNA’nin
homologlarinin olusturdugu “hibrit molekiiller” floresan mikroskop altinda gdzlemlenerek, probun

kromozom tizerindeki yeri tespit edilmis olur (http://www.enzolifesciences.com)

Gall ve Pardue (1969), John ve ark. (1969)’ ilk defa DNA-DNA in situ hibridizasyon
teknigini gelistirerek modern sitogenetige dnemli bir katkida bulunmuslardir. Baslarda prob
olarak kullanilacak niikleik asitler, radyoaktif elementler (32P, %S, °H) ile isaretlenip
arkasindan olusan sinyaller otoradyografik yollarla goriintiilenmistir. Bu protokol oldukca
zahmetli ve zaman alic1 olmaktaydi (Pinkel ve ark. 1986). Daha sonralar1 izotopik olmayan,
DNA problari kimyasal olarak modifiye edilmis ve hedef bolgeler sitokimyasal veya floresan
isaretler ile belirlenmistir. Bitki kromozomlar1 biotin veya dioksigenin baglanmis poblar ile
hibridize edildikten sonra, hedef bolgeler enzim (horseradish peroxidase, alkaline phosphatase
gibi) bagl antikorlar ya da floresan boyalar (fluorescein, rhodamine, Cy3) boyalar ile tespit
edilirler (Jiang ve Gill 1994, Levsky ve Singer 2003). Giinlimiizde floresan isaretli problar
direk kullanildigindan, yukaridaki karisik belirleme yontemleri kullanilmamaktadir. Zamanla
spesifik niikleotit ve antijenler ile baglanabilen floresan molekiillerin ¢esitliligi, mikroskop ve
bilgisayar teknolojisindeki gelismelerin kombinasyonu, FISH tekniginin ¢esitlenmesini,
giderek daha pratik, hizli, duyarli ve ayn1 anda ¢ok sayida prob ile ¢aligmayr miimkiin hale
getirmistir (Jiang ve Gill 2006, Pita ve ark. 2014, Sharma ve ark. 2016).
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Tyramide-FISH (Try-FISH) teknigi kullanilarak, 1 kb’dan kii¢iik prob sinyalleri
kuvvetli bir sekilde belirlenebilmektedir. Sinyal duyarliligint ve kalitesini artirrmada Try-
FISH normal teknige gore 10-100 kat daha duyarlidir (Romanov ve ark. 2015, Khrustaleva ve
ark. 2016).

Bitki mitotik metafaz kromozomlar1 tek tek flow sitometri sayesinde ayrilip
uzerlerinde FISH c¢alismalar1 yapilabilmektedir. Bu sekilde elde edilen bir kromozom
proteinaz-K ile muamele edilirse orijinal halinden 100 kat daha fazla uzatilmis duruma
getirilir. Uzatilmis kromozomlar {izerinde uygulanan FISH desenlerinin ¢oziiniirliigli daha
yuksektir. Bu durumdaki kromozomlara problar daha kolay baglanabilmektedir. Stper
uzatilmig metafaz kromozomlari iizerinde yapilan FISH (Super Stretched FISH) bize yaklagik
70 kb ¢oziinilirliiglinde bir harita olusturma imkani saglamaktadir (Romanov ve ark. 2015,
Khrustaleva ve ark. 2016, Fominaya ve ark. 2016). Uzatilmis DNA fiberleri iizerine
uygulanan FISH (Fiber FISH) yiiksek c¢oziiniirliikkte sitogenetik haritalar olusturmamiza
olanak saglamaktadir. Bu sekilde DNA fiberleri mikroskop slaytlar1 {izerinde yaklasik 2.5-3.5
kb/um olacak sekilde goriintiilenmektedir. Fiber FISH sayesinde, biiyiik tekrarli gen
bolgelerinin analiz edilmesinin, PCR, southern blot ve modern sekans tekniklerine gére daha
avantajlt oldugu sodylenmistir. Fiber-FISH, bitki ve hayvan genom calismalarinda, tekrarli
sekanslarin yap1 ve organizsyonun belirlenmesinde, BAC klonlariin ve kloroplast DNA’sinin
haritalanmasinda, transgenik DNA analizinde, fiziksel haritalardaki uzakliklarin
belirlenmesinde genis bir sekilde kullanilmistir (Jiang ve Gill 2006, Chester ve ark.2010,
Dechyeva ve Schmidt 2016).

Iki renkli FISH (genellikle kirmiz1 ve yesil) sayesinde, iki farkli prob kullanilarak,
genom lzerinde belirlenen iki farkli fiziki sinyal filogenetik olarak karsilastirilabilir. Bitki
sitogenetiginde uzun siire iki renkli FISH tekniginin kullanildigi goriilmektedir. Fakat
giinlimiizde ikiden fazla probun kullanildigi, ¢cok renkli FISH tekniginin, bitkilerde de giderek
kullaniminin artig1 goriillmektedir (Chester ve ark.2010, Dechyeva ve Schmidt 2016, Xu ve
ark. 2016).

Yillar gectikce FISH tekniginin uygulama alanlari, etkinligi, uygulanabilirligi ve
spesifitesinin hizli bir sekilde artigi gozlenmektedir. Immiinolojik ydntemler FISH ile
beraber kullanilarak, ekspresyonu kontrol eden ve diizenleyen genler kromatin diizeyinde

belirlenmektedir. Konfakal mikroskop ve BAC problar1 kullanilarak, bitki interfaz genomlaria
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ait kromozomlarin, sentromerlerin, telomerlerin, transgenlerin ve diger DNA sekanslarinin 3

boyutlu organizasyonlari ¢alisilmaktadir (Santos ve ark. 2006, Sharma ve ark. 2016).

Daha spesifik bolgelerin belirlenmesi amaci ile kisa, tek kopya veya tekrar sayisi
az olan dizilerin gorinirliligi i¢in protokoller gelistirilmistir (Karafidtova ve ark. 2016).
Yine model bitkilerin gesitli kromozomal asamalarina 6zgii FISH teknikleri gelistirilmistir (Li
ve Cheng 2016, Wang ve Yu 2016). Artik RNA-FISH sayesinde tekrar dizileri kullanilarak,
gen transkriptlerinin yeri ve ifade seviyeleri belirlenmektedir (Francoz ve ark. 2016, Koo ve
ark. 2016). Bocek ve bitki dokularinda yasayan, viriis, bakteri veya bagska
mikroorganizmalarin yerlerini belirlemek amaciyla, pratik ve hizli sonuglar almak i¢cin FISH
metodu ¢esitli sekillerde kullanilmaktadir (Kliot ve Ghanim 2016). Hicrelere uygulanan
cesitli mutajenler sonucu kromozomal yapilarda meydana gelen degisimler FISH calismalari
ile takip edilmistir (Juchimiuk-Kwasniewska ve ark. 2011, Kwasniewska ve Kwasniewski
2013, Kus ve ark. 2017).

Giliniimlizde FISH ve varyantlan sayesinde tek kromozom veya PCR klonlarinin
haritas1 yapilmaktadir. Yine GISH teknigi ile tim genoma ait problar kullanilarak hibrid ve
alloloploid bitkilerin parentel kromatinleri hakkinda bilgi elde edebilmekteyiz. FISH ve GISH
teknikleri, tlirler aras1 melezleme, poliploidi, filogenetik akrabaliklar, genetik haritalama ve
bitki 1slah1 alanlarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yine bu teknikler sayesinde hiicre
dongiisii ve gelisme siiresince fakli hiicrelerde kromatin katlanmasi, interfaz nuklear
organizasyon ve kromatin dagilimi gibi konularda bilgi sahibi olabilmekteyiz (Santos ve ark.
2015, Li ve Cheng 2016, Dechyeva ve Schmidt 2016, Badaeva ve ark. 2017).

FISH teknigi Nicotiana, Lepidium, Primula ve Oryza bitkilerine ait genomlar arasi
translokasyon gibi genetik degisimler ve allopoliploid orijinleri konusunda ileri bilgiler elde
edilmesini saglamistir. Paeonia, Aloe, Clivia, Nicotiana ve Pinus gibi alloloploid cinslerde
sekans ve karyotip degisiklikleri FISH teknigiyle calisilmis ve filogenetik durumlar aciga
kavusturulmustur. BAC klonlar1 kullanilarak Brasicasea familyasinda translokasyonlar ve
rekombinasyonlar net bir sekilde ortaya c¢ikartilmig, boylece atasal karyotiplerin hazirlanmasi
kolaylagmustir. Poliploidizasyonu son 150 yillik siireci kapsayan Tragopogon ve Spartina
cinslerine ait tiirlerin poliploidi durumlari, atasal genomlari, FISH ve GISH teknikleri ile
aciga cikartilmistir (Chester ve ark. 2010, Pita ve ark. 2014).

81



2. 6. 1. FISH tekniginde kullamlan problar

Bitki ve hayvan genomlar1 kompleks olup kromozom adi verilen yiiksek
organizasyonlu genetik materyaller halinde organize olmuslardir. Kromozomlar DNA
molekiilleri, histon ve histon olmayan proteinlerden olugsmus yapisal molekiillerdir. Optik ve
elektron mikroskopu gibi cihazlar ile bitki ve diger 6karyot kromozomlari incelendiginde,
primer ve sekonder yapilar disinda, tek diize yapilar olarak goriindrler. Ancak Kklasik veya
molekiiler bazi sitogenetik teknikler kullanildiginda, her bir kromozom koluna ait, telomer,
subtelomerik bolge, ara bolge (interstitial), yakin bolge (proksimal=sentromere yakin), uzak
bolge (distal=sentromere uzak) ve sentromer olmak tlizere en az 6 farkli bolge ayirt
edilebilmektedir. Bu bdlgelerde bulunan genler, retrotransposomlar, satelit DNA ve diger
sekanslar rekombinasyon frekanslarina ve fonksiyonel oOzelliklerine gore Ozellesmistir
(Fengler ve ark. 2007, Margueron ve ark. 2010, Zhang ve Dawe 2012, Roa ve Guerra 2012).

In situ hibridizasyon teknikleri sayesinde, tekrarli DNA dizilerinin oldugu bolgelere
Ozgii problar gelistirilerek, bu gen bolgelerinin fiziki lokasyon, yogunluk ve transkripsyon
duzeyleri belirlenmektedir (Maluszynska 2002, Jiang ve Gill 2006, Li ve Cheng 2016).
Floresan in situ hibridizasyon tekniginde ¢ogunlukla kodlama yapan veya yapmayan tekrar
DNA veya tek kopya DNA sekanslar1 prob olarak kullanilmaktadir. Bu problar rekombinant
DNA kitiphanelerinden izole edilen plasmid, kosmid, BAC (bacterial artificial
chromosome), YAC (yeast artificial chromosome) gibi klonlar; PCR sekanslar1 veya belirli
bir bitkiye ait genomik DNA’nin tamamindan elde edilebilir. Bitki genom g¢alismalarinda
kullanilan problardan bazilar1 kromozomlarin spesifik morfolojik 6zelliklerini teshis ederek
diger kromozomlardan ayrilmalarini, bazilarida kromozom setlerinin kdkenleri hakkinda bilgi
elde etmemizi saglamaktadir (Maluszynska 2002, Hasterok ve ark. 2006a, b, Figueroa ve Bass
2010, Badaeva ve ark. 2017).

FISH ile calisilabilecek prob biiyiikliigii dolayis1 ile isaretlenebilecek hedef DNA
bolgesinin biiyiikligii, hedef DNA o6zellikleri, kullanilan kimyasallar veya gelistirilen FISH
teknigine gore degismektedir. Ornegin tek kopya halinde 10 kilobaz ¢ifti (kb) buyiikligiindeki
prob, DNA genomu iizerinde isaretlenebilir. Bununla birlikte Tyramide-FISH tekniginde,
tyramide kimyasal1 “horse radish peroxidase” enzimi ile etkilesime konulduktan sonra, 700 bg
(baz ¢ifti) uzunlugunda prob, metafaz kromozomlari iizerine hibridize edilmektedir. Fakat

kopya sayis1 fazla DNA elementlerinde prob biiyiikligii 100 b¢’ne kadar inebilmekte ve
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basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Figueroa ve Bass 2010, Khrustaleva ve ark. 2016,
Badaeva ve ark. 2017).

FISH tekniginin gelismesi ve etkili bir sekilde kullanilmasini saglayan gelismelerden
biri zamanla spesifitesi artan farkli problarin gelistirilmesi olmustur. Bunlardan ikisine,
yaklastk 100 kb biyilikliiglinde bakteri yapay kromozomlar1 (Bacterial Artificial
Chromosomes/BACs) ve yaklasik 0.5 Mb biiylikliindeki maya yapay kromozomlar1 (yeast
artificial chromosome/YAC) 6rnek verilebilir. Bu problar, niiklear DNA kaynakli biiyiik
sekanslarin klonlandigi problardir. Bu problardan BAC klonlari, kromozom veya kollarina ait
spesifik bolgelere baglanan, 6zellikle kiiciik genomlu ve diisiik miktarda tekrar yapilarina
sahip bitki tdrlerinde siklikla kullamlmistir. Arabidopsis thaliana, Oryza sativa ve
Brachypodium distachyon gibi kicik genomlu model bitkilerde, iki renkli BAC-FISH
kullanilarak kromozom kollarina ait spesifik bolgeler calisilmistir. Yeterli sayida BAC
klonuna dayali prob kullanildiginda, bitkilerin tim kromozom kollarmin 6zel bolgeleri
isaretlenerek detayli ve yiiksek ¢oziniirliikte sitogenetik haritalar yapilmistir. Bu problar
diisiik yogunluklarindan dolayi, daha c¢ok mayoz pakiten kromatin preparatlarina
uygulanmaktadir. Boylelikle daha ayrintili haritalar yapilabilinmektedir (Hasterok ve ark.
2006b, Figueroa ve ark. 2012, Khrustaleva ve ark. 2016, Badaeva ve ark. 2017).

Kromozomlarin sentromer ve telomer bolgeleri 6nemli kromozomal isaretlerdir. Bazi
problar kromozomlarin temel yapi taglari, 6rnegin sentromer veya telomer gibi 6zel bolgeleri
tanimlamada kullanmilmaktadir. Ornegin bircok bitki ve hayvan tiiriinde, sentromer
boélgelerinin mega baz seviyesinde tekrarlara sahip olduklari bilinmektedir. Fakat bu bolgelere
ait tekrar dizilerinin degisimleri hizli oldugundan, yakin iligkili tiirlerde bile farkliliklar
gostermektedir. Bu ozelliklerinden dolay1r Okaryot canlilarda, sentromerik ve telomerik
bolgeleri kapsamli karsilagtirmak tam anlami ile miimkiin degildir. Ancak bu bdlgelerde,
heterokromatin adi verilen, genellikle tekrar DNA elementlerinden olusan, aktif olmayan,
yogun yapida, rekombinasyon frekansinin az oldugu, hiicre dongiisiinde ge¢ sentezlenen
yapilar bulunmaktadir. Sentromerik ve telomerik bdolgelere 6zgii problar kullanilarak,
heterokromatik yapilarin dagilimi, genom stabilitesi veya kromozomal aksakliklar

saptanmaktadir (Sharma ve Preting 2008, Birchler ve ark. 2009, Ravi ve ark. 2010).

Arabidopsis thaliana’nin 4. kromozomunun kisa kolu tizerinde, hk4S adi verilen
heterokromatik knob bolgesi tanimlanmis, FISH ve diger molekiiler caligsmalar ile bu bolgenin

yapist agiga ¢ikartilmistir (Fransz ve ark. 2000, Grob ve ark. 2013). Brachypodium tirlerinde
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heterokromatik yapida olan Rabl dagilimi, sentromerik ve telomerik problar ile aciga
cikartilmistir (Idziak ve ark. 2015).

B. distachyon ve diger bir¢ok sicak iklim tahillar1 ve bugdaygil yem bitkilerinde
kromozomlarin sentromer organizasyonunda, diger onemli bir eleman retrotranspozon
elementlerdir. Bu retrotranspozonlar Ty3-gypsy ailesini olusturmaktadir, bu elementlerden
problar gelistirilerek kromozomlarin sentromer bdlgelerinin organizasyonlart caligilmistir
(Santos ve ark. 2015, Divashuk ve ark. 2016). Benzer sekilde tekrar yapilarindan olusan
sentromere 6zgu histon 3 (CENH3) yapist bulunduktan sonra, FISH galismalarinda prob
olarak kullanilmistir (Zhong ve ark. 2002, Ravi ve ark. 2011, Schubert ve ark. 2016).

FISH caligmalarinda kullanilan bir baska prob ise bir tiire ait tim genomik DNA’nin
kullanilmasidir. Genomik in situ hibridizasyon (GISH) olarak adlandirilan bu yontem
sayesinde, cins igerisindeki tiirlerin veya farkli genomlardan olusmus tiirlerin kromozom
dagilimlar1 ve tekrar eden DNA miktarlar1 karsilastirilmaktadir. Ornegin bir bitki tiiriine ait
genomik DNA izole edilip prob olarak ayni tiiriin genomuna hibridize edilirse, tekrarlarin ¢ok
oldugu bolgeler daha yogun sinyal gosterir. GISH metodunun en c¢ok 6zellestigi alan, dogal
veya yapay olusturulan allopoliploid genomlarin kdkenini aragtirmakta kullanilmasidir. Bu
sekilde tiirler veya cinsler arasi hibridizasyon sonucu olusan tiirlerin atasal genomlari
hakkinda bilgi toplanmaktadir. Ornegin iki renkli GISH kullanilarak, aralarinda iliski oldugu
diisiiniilen iki diploid tiiriin olusturdugu poliploid bitkinin atalar1 arastirilabilir. Bunun igin 2
tire ait genomik DNA’lar ayr1 ayr izole edilir, farkli floresan boyalar ile etiketlenir, bu
tirlerin olusturdugu diisiiniilen dogal veya yapay poliploid bitkinin mitotik kromozomlari ile
hibridize edilir. Yeterli sekans homolojisi olmasi durumunda, farkli renkler ile etiketlenmis
prob DNA’lar poliploid genomun bazi kromozomlarina baglanacak ve bu kromozomlar
kendilerine baglanan prob DNA’nin etiketlenmis oldugu renge boyanacaktir. Bdylece
poliploid tiiriin atalar1 belirlenmis olur (Hasterok ve ark. 2004, Catalan ve ark. 2012, Dos Reis
ve ark. 2014 ).

FISH ¢alismalarinda ribosomal DNA (rDNA) sekanslarina ait kodlama yapan veya
yapmayan sekanslar siklikla kullanilan problardir. rDNA sekanslar1 protein sentezinden
sorumlu ribozom organeli i¢in yapisal ribozomal RNA iiretiminden sorumlu olup, bu olay
tiim canlilar igin ortak bir stirectir. Bitkilerde iki rDNA simifi bulunmaktadir. Bunlardan birini
18S, 5.8S ve 25S (veya 26S) rRNA kodlama bdlgelerinden olusan 45S rDNA (veya 35S),

digerini ise 5S rRNA kodlama bélgesinden olusmus 5S rDNA tekrarlar1 olusturmaktadir. Ozel
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proteinler ile birlikte biitin ribozomal RNA’lar, tim Okaryotik canlilar i¢in protein
sentezinden sorumlu ribozom organelinin hayati pargalarini olusturur. Neredeyse biitiin canlt
hiicrelerde ribozomal DNA sekanslar1 aktif sekilde siirekli transkripsiyona ugramakta, bu
sekilde ribozom {initeleri i¢in yeterli sayida RNA sentezlenmis olmaktadir. 45S ile 5S rDNA
sekanslari, ardigik dizi tekrarlarindan olusmus, bu tekrarlar transkripsyon yapmayan ara veya
baglayict bolgeler ile birbirinden ayrilmis, kromozomlarin bir veya daha fazla bolgesinde
lokalize genetik elemanlardir. 45S rDNA sekanslart RNA polimeraz I tarafindan, 5S rDNA
sekanslar1 ise RNA polimeraz III tarafindan transkripsyona ugramaktadir. Ribozomal DNA
bolgeleri (rDNA), bitki genomlarinin yaklasik %]10’nuna tekabiil etmekte, uzun zamandir
filogenetik, taksonomik ve evrimsel calismalarda sitolojik markir olarak kullanilmaktadir.
Ribozomal DNA bolgeleri olduk¢a korunmus tekrar dizilerinden olusmus olup, ribozomal
problarin kullanildigi FISH yontemi sayesinde kromozomlar Uzerindeki yerleri kolaylikla
tespit edilmektedir. Bu problar metafaz veya pakiten kromozomal yapilarina
uygulanmaktadir. Burdan elde edilen bilgiler kullanilarak, ozellikle birbiri ile iliskili
poliploidi serilerinin kromozomal durumlari, poliploidi seviyeleri, filogenetik iligkileri
calisiimaktadir (Maluszynska 2002, Weider ve ark. 2005, VVolkov ve ark. 2007, Roa ve Guerra
2012, Bustamante ve ark. 2014, Volkov ve ark. 2017).

Yiiksek okaryotlarda 458 ile 5S rDNA lokasyonlari kromozomlarin farkli bolgelerinde
veya bazi durumlarda yakin konumlu olabilmektedir. Fakat baz1 maya ve kara yosunlarinda
bu sekanslar fiziksel olarak ayni lokus i¢inde dagilmislardir (Sone ve ark. 1999). rDNA
tinitelerinden degisimi gorece yavas ve kodlama yapan sekanslar, uzak akraba canlilari;
kodlama yapmayan ara elaman tekrarlar1 ise daha hizli evrildiklerinden tiir ve populasyon
diizeyinde canlilar filogenetik olarak karsilastirmada daha etkin olarak kullanilmaktadir (Roa
ve Guerra 2012, Bustamante ve ark. 2014). 45S ve 5S rRNA unitelerini kodlayan bdlgeler
evrimsel silirecte korunmus yapilar olmalarina ragmen, sekanslar1 baglayan ve kodlama
yapmayan ara veya baglayici elemanlar uzunluk ve sekans olarak cesitlilik gostermektedir.
Kodlama yapmayan bu tekrarlarin ¢esitliligi, filogenetik ve taksonomik ¢alismalarda oldukca
yaygin kullanilmaktadir. Kodlama yapan rDNA sekanslari da énemli kromozomal isaretler
olup, kromozomal seviyede genom degisimi hakkinda bilgi saglamaktadir (Catalan ve ark.
2012).

Transkripsyonel olarak aktif 45S rDNA sekanslart genom iizerinde ¢ekirdekgik

olusumundan sorumlu lokuslarda (nucleolar organizer regions/NORs) yer almaktadir. Bu
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bolgedeki aktif genler, hiicre interfaz evresinde iken, genellikle giimiis nitrat boyamasit (Ag-
NOR) sonucu bant olusturmaktadir. Ayn1 zaman da bu bolgeler, metafaz evresi satelit tagiyan
kromozomlarda, sekonder yapi (bliziisme) olarak goriinebilmektedir. Sekonder yapilarin
metafaz kromozom bolgeleri iizerindeki yeri, cok sayida Ornege ait klasik sitogenetik

karyotipler derlenerek, kromozom kol uzunluklar1 referans alinarak genelleme yapilmistir

(Garcia ve ark. 2012, Guerra 2012).

Bitki tirlerinin ¢ogunda ve hayvanlarda 45S rDNA (18S-5.8S-25S) sekanslar1 interfaz
basinda transkribe olmakta, genellikle, mitotik kromozomlarin kisa kollarinda ve subterminal
konumlu olarak bulunmaktadir. Bu lokuslarin kromozomlar tizerindeki konumlar1 ve sayilari,
tiirler aras1 karyotip benzerlikleri ve akrabaliklar1 belirlemekte kullanilmaktadir. Ancak 45S
rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki konumlarinin ve sayilariin c¢esitlilik gostermesi,
baz1 bitki guruplarinda kullanimlarimi kisitlamaktadir (Garcia ve ark. 2012, Guerra 2012,
Volkov ve ark. 2017).

Floresan in situ teknigi, sckonder bolgelerin sadece aktif sentezlenen rRNA
olusumundan sorumlu gen boélgeleri (rDNA) icerdigini, interfazin son evresinde aktif
olduklarini1 ve ozellikle telomere yakin bolgelerde lokalize olduklarint géstermistir. Bununla
beraber diger aktif bolgelerin, muhtemelen sekonder bolgeler ile alakali olmadiklari
soylenmistir (Vanzela ve ark. 2003). Ornegin, Phaseolus coccineus, Vigna unguiculata
bitkilerinde 45S rDNA prob olarak kullanilmistir. FISH sonuglarina gére rDNA bolgelerinin
sayisi, lokasyonlar1 ve yogunluklar1 (rDNA kopya sayisi) tiirlere gore degisiklik géstermistir.
Aym zamanda rDNA sayilar1 farkli dokularda farkli sayida veya farkli yogunluklarda
gozlemlenmistir. Phaseolus coccineus’ta daha 6nce aktif rDNA bolgesi (NOR) Ag-NOR
boyama yontemi ile iki tane bulunmugsken, FISH yontemi kullanildiginda bu bolgelerin 4 tane

oldugu goriilmiistiir (Guerra ve ark. 1996).

Angiosperm ve gymnospermlerden olusan 846 tiire ait karyotipler incelenmis, 45S
rDNA Ozellikleri derlenmistir. Burada, 45S rDNA bolgelerinin kromozomlar iizerindeki
dagilimi, bu dagilimin rastgele mi yoksa belirli kromozomal bdlgelerde mi oldugu, yine bu
dagilimi belirleyen karyotip ozellikleri arastirilmistir. Angiosperm diploid tiirlerinde 45S
rDNA sayilar1 ¢ogunlukla 2 veya 4 lokasyon gostermislerdir. 45S rDNA bolgeleri genis bir
yayilma alanina sahip olmalarina ragmen, say1 olarak az bulunmustur. Bu bolgelerin dncelikli
olarak kromozomlarin kisa kollarinda ve genellikle terminal konumlu olduklari aktarilmistir.

Ayni zaman da bu DNA tekrarlarinin siklikla akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda ve
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tiim kolu kapsadiklarida belirtilmistir. Ozellikle holokinetik kromozomlarda bu tekrarlarin
terminal bolgelerde yogunlastiklar: aktarilmigtir. Poliploid bitkilerde genom basina bu tekrar
bolgelerinde bir azalma oldugu gozlenmistir. Gymnospermlerde (agik tohumlular) ise rDNA
Ozellikleri, incelenen bitki ailesine (karyotipe) 6nemli derecede bagli olarak degiskenlik
gostermistir. Sonu¢ olarak, angiospermlerede 45S rDNA genlerinin lokasyonlarin
dagiliminin rastgele olmadigy, tercihen, kromozomlarin kisa kollarinda ve terminal konumlu

yerlestikleri belirtilmistir (Roa ve Guerra 2012).

5S RNA tekrarlarida ribozom organelinin bir pargasi olup, bu yapilar1 kodlayan genis
bir gen ailesi tim Okaryotlarda bulunmaktadir. 5S rDNA (rRNA) sekanslar1 tekrar
dizilerinden olusmus olup, bu yapilar, FISH teknigi kullanilarak domates, celtik ve seker
pancar1 genomunda bir, arpa genomunda 4 ve hekzapoliploid bugday genomunda 6

lokasyonda gozlemlenmistir (Murata ve ark. 1997).

Bitkilerde genellikle S tipi adi verilen, genomda tek basina lokalize 5S rDNA ve
kiiciik oranda L tipi ad1 verilen, genomda 35S rDNA (45S) ile baglantil1 iki tip 5S rDNA
tanimlanmistir. Ornegin bazi Asteraceae tlrlerinde L tipi 5S rDNA genlerinin ekpresse
oldugu fakat S tipi 5S rDNA genlerinin aktif olmadig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda bagl
sekanslarin (5S+35S) niikleolar bolge etrafinda yogunlastigt FISH sayesinde belirlenmistir
(Garcia ve ark. 2012).

5S rDNA yapilarinin lokalizasyonu, sayilart ve 45S rDNA ile iliskileri 784 bitki
tiirine ait bilgiler derlenerek aktarilmistir. Poliploid bitkilerde dahil incelenen karyotiplerin
%54.5’1 2 adet 5S rDNA lokasyonu gdstermis, bu bolgelerin %58.7’si kromozomlarin kisa
kollarinda ve baslica proksimal bolgelerde belirlenmistir. Daha fazla lokasyona sahip
karyotiplerde bu lokasyon c¢esitliligi ile ortalama kromozom boyu arasinda iligki oldugu
saptanmistir. Kromozom boyu 3 pum kiigiik karyotiplerde, lokasyonlar daha ¢ok proksimal
alanlarda, ortalama boya (3 - 6 um arasi) ve biiyiik (>6 um) boya sahip kromozomlarda ise
daha cok terminal veya ara bolgelerde (interstitial) konumlanmistir. Holokinetik
kromozomlara sahip tiirlerde de ortalama 2 adet 5S rDNA alani oldugu ve bu alanlarin
terminal konumlu olduklar1 aktarilmistir. Birbirine bitisik 5S ve 45S rDNA bolgeleri, cinsler
icinde az da olsa, siklikla kromozomlarin kisa kollarinda gozlemlenmistir (Roa ve Guerra

2015).
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Arabidopsis thaliana bitkisinde, haploit genom basina 1000 5S rDNA kopyasi oldugu
ve uzun tekrarlt dizilerden olustugu belirtilmistir (Campell ve ark. 1992). Daha onceki bir
calismada sadece 4. kromozomun uzun kolu iizerinde ve sentromerik bir 5S rDNA bolgesi
haritalanmistir (Schmidt ve ark. 1995). FISH calismasina gore ise 4 adet 5S rDNA bolgesi
oldugu ve hepsinin sentromerik oldugu goézlemlenmistir. 3. ve 5. kromozomlar metasentrik
durumlu olup, uzun kollarinda 5S rDNA sinyali vermistir. Yalniz 5. kromozomun uzun
kolunda goriilen sinyal diger 5S rDNA sinyal verenlerden daha biiylik gézlemlenmistir. Ayni1
zamanda 5. kromozomun Kig¢iik kolunda kiigiik bir 5S rDNA daha belirlenmistir. 2.
kromozomun akrosentrik oldugu ve kisa kolunda 45S rDNA tekrarlar1 tagidigi belirtilmistir.
4. kromozomunda akrosentrik oldugu ve kisa kolunun hem 5S rDNA hem de 45S rDNA
sinyalleri verdigi sdylenmistir. 5S rDNA bdlgelerinin farkli biiytikliiklerde olmasi, sekanslari
olusturan kopya sayilarinin farkli olabilecegine baglanmistir (Murata ve ark 1997). Fakat
FISH tekniginin, sinyal yogunlugu ile hedef bdlgenin gen kopya sayisi veya prob ile hedef
arasindaki homoloji belirlemek i¢in tam anlamu ile yeterli olmayacagi vurgulanmistir (Leitch
ve Harrison 1992). Yine, 6 Arabidopsis thaliana ekotipi, bu sefer mayoz pakiten
kromozomlar1 farkli problar kullanilarak FISH teknigi ile arastirilmistir. Ekotipler arasinda,
5S rDNA say1 ve bolgeleri bakimindan bir polimorfizim gézlemlenmistir. Biitiin ekotiplerde
5S tDNA, 4. ve 5. kromozomlarin kisa kollarinda belirlenmistir. 3 kromozom submedyan ve
5S rDNA varlig1 lokasyonu bu kromozom i¢in ¢esitlilik gostermistir. 2. ve 4 kromozomlarin
akrosentrik oldugu, kisa kollara ait telomerik bolgelerde NOR yapilar tasidiklar
belirlenmistir (Fransz ve ark. 1998). Biiyiik ve kiiciik aktif kodlama yapan 5S rDNA bélgeleri
sadece 4. kromozom ve 5. kromozomun uzun kolunda belirlenmistir (Tutois ve ark. 2002).
Interfaz ¢ekirdegine ait FISH desenleri, 5S rDNA bélgelerinin hem heterokromatik hem de
eukromatik  bolgelerde olduklarini  gostermistir.  Heterokromatik rDNA  tekrarlar
sentromerlerin  6zel bir kismini (kromosenter, daha kuvvetli sinyallar) olusturmakta,
eukromatik aktif 5S rDNA’lar heterokromatik bolgeden koken almistir (Mathieu ve ark.
2003). Ayni1 zamanda biiyiik (major) ve kiigiik (mindr) 5S rDNA bolgelerinin Arabidopsis
thaliana’nin farkli dokularinda, farkli gelisim zamanlarinda ve epigenetik degisikliklere bagl
olarak aktivitelerinin degistigi belirtilmistir. Bu durumda 5S rDNA bdlgelerinin kromatin

organizasyonlari degismektedir (Vaillant ve ark. 2007).

Brachypodium tiirlerinde 5S ve 35S rDNA lokus sayis1 2 ila 6 arasinda bulunmus,
kromozomal lokasyonlarinin oldukga sabit oldugu belirtilmistir. 5S rDNA kiimeleri her

zaman kromozomlarin perisentromerik, 35S rDNA kiimeleri ise kromozom uglarinda lokalize
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olmustur (Wolny ve Hasterok 2009). Bagska bir ¢alismada B. sylvaticum ve B. Pinnatum’a ait
genotipler arasi (intraspecific) rDNA polimorfizmi, 5S ve 25S rDNA problart kullanilarak
FISH ile belirlenmistir. AgNOR boyamasi ile aktif ve inaktif rDNA bdélgeleri, ikili (CMA
+DAPI) boyama ile de rDNA bolgeleri ve CMA+ bantlar arasi iliski ¢alisilmistir. Her iki
tlre ait batin diploid aksesyonlarda iki adet 5S rDNA bolgesi, B. pinnatum ise 4 adet 5S
rDNA bolgesi gostermistir. Bunun aksine 35S rDNA say1 olarak cesitlilik gdstermistir.
Diploid B. pinnatum aksesyonlar1 2 veya 3, tetrapoliploid aksesyonlar ise 4 adet 35S rDNA
lokasyonu gostermistir. B. sylvaticum aksesyonlari ise 2 ila 6 arasi 35S rDNA lokasyonu
gostermistir. 35S rDNA bolgeleri sayica fazla olmasina ragmen her iki tiire ait aksesyonlarda
sedece 2 bolge, bununla beraber tetrapoliploid B. pinnatum aksesyonlarinda 2 veya 4 aktif
35S rDNA (NOR) bolgesi belirlenmistir. 35S rDNA lokuslari ile CMA™ (GC niikleotitlerince
zengin) bantlarin oldugu kromozomal bélgeler arasinda siki iliski oldugu goézlemlenmistir

(Breda ve ark. 2012).

FISH teknigi kullanilarak, Arabidopsis thaliana (Fransz ve ark. 1998), Hordeum
vulgare (Taketa ve ark. 1999) tiirlerinde 5S ve 25S rDNA problart aracilig ile tiirlere ait
kromozomlar etkili bir sekilde ayirt edilmislerdir. Brassica, Raphanus, Sinapis (Hasterok ve
ark. 2001, Hasterok ve ark. 2006a) , Pinus (Liu ve ark. 2003), Aloe (Adams ve ark 2000),
Hypochaeris (Weiss-Schneeweiss ve ark. 2003), siis zambaklar1 (Marasek ve ark. 2004),
cinslerinde, intraspesifik rDNA lokuslarinin say1 ve kromozomal dagilimlar1 belirlenmis ve

filogenetik karsilagtirmalar yapilmistir.

Sitogenetik c¢aligmalarda rDNA sekanslar1 kromozomal belirte¢ olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ancak 45S ve 5S rDNA sekanslarinin say1 ve lokasyonlarinin,
calisilan bir¢ok bitki genomunda ¢esitlilik gostermesi, bu belirteclerin giivenilir bir sekilde
kullanilmasimi kisitlamaktadir. Oryza, Allium, Triticeae, Aegilops cinsleri lizerinde yapilan
caligmalar, 45S rDNA bolgelerinin kromozomal homolojiyi belirlemede, say1 ve lokasyon
cesitliliginden dolay1, bazi sikintilar gosterdigi belirtilmistir (Guerra 2012, Bustamante ve ark
2014). Bu durumun, kromozom segment degisimleri gibi bazi diizensizliklerin, 45S rDNA
segmentlerinin artigina sebeb olmasindan &tiirii gergeklestigi belirtilmistir (Huang ve ark.
2009). Ornegin Lolium kromozomlarinda farkli arastirmacilar tarafindan kirilmis veya
bulunduklar1 bélgede bosluklu yap1 gosteren 45S rDNA kromozomal bolgeleri saptanmistir
(Huang ve ark. 2009, Bustamante ve ark. 2014). Kirilan kroromozom pargalari, yeni

kromozomal diizenlemelere, kromozomal Kkarasizliklara ve muhtemelen 45S rDNA
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lokasyonlarinin artisina sebep olabilmektedir. Bu kromozomal fragment kirilmasi veya
¢oziilmesi sonucu 45S rDNA bolgelerinin gen aktivitelerininde degistigi bildirilmistir (Huang
ve ark. 2009, Brown ve O’Neill 2010, Huang ve ark. 2012). Bu olusumlar, bu bolgelerde
transkripsyon gerceklesmesinden dolayi, epigenetik degisikliklere baglanmistir (Huang ve

ark. 2012).

Ribozomal DNA elemanlar1 birgok bitkide filogenetik, taksonomik veya genom
organizasyonunu anlamak amaci ile farkli yontemler ile ¢alisilmistir. Bu caligmalara kolay
erigim igin, internet ortaminda bitki rDNA (5S ve 45S) ilgili ¢caligmalar toplanmistir (Garcia

ve ark. 2012, 2014, www.plantrdnadatabase.com).

Bu tez calismasinda 5S ve 25S rDNA (45S rDNA’nin alt {initesi) prob olarak
kullanilmis, diploid ve tetrapoliploid Dactylis aksesyonlarindaki sayilari, lokasyonlar1 ve
yogunluklar1 (kopya sayilar1) FISH desenleri ile belirlenmistir. Boylece goérece kiiciik ve
morfolojik olarak benzer Dactylis kromozomlar1 tanimlanmaya c¢alisilmis, diploid ve
tetrapoliploid taksonlar i¢gi ve arasi filogenetik iliskiler arastirilmistir. Bu sebeple yukarida 5S

ve 25S rDNA problart ile ilgili 6nemli noktalara 6zellikle deginilmistir.
2. 6. 2. FISH kaynak taramalari

Arabidopsis thaliana’nin 4. kromozomunun sentromerik bolgesinde yer alan
heterokromatik yapilar (hk4S), diger molekiiler ve FISH teknikleri kullanilarak belirlenmistir.
Calismada okromatik ve heterokromatik alanlarin sinirlari belirlenmis, kromozomun orta
bolgesinde (sentromer) yaklasik 2 kb biiyiikliginde tekrar yapilarinin (hk4S) varligi
gosterilmistir. Belirlenen bu bolgedeki genlerin ¢ok az eksprese olduklar aktarilmistir. Ayrica
bu kromozomun tekrar bélgelerini ¢evrelemis retrotranspozonlarin heterokromatik yapinin
olusumunu tesfik ettigi aciklanmistir (CSHL/WUGSC/PEB Arabidopsis Sequencing
Consortium 2000, Fransz ve ark. 2000). BAC klonlarmin kullanildigi FISH tekniginin
sagladig bilgiler, 4. kromozom iizerinde belirlenen heterokromatik yapinin yakin bir ge¢gmisi
oldugunu ve koken olarak sentromer g¢evresinden kopup tekrar kromozom (izerine lokalize
oldugunu (inversiyon) gostermistir. Ayn1 zamanda sitozin molekullerinin metillasyonunun
heterokromatik yapi olusumunda rol alabilecegi belirtilmistir (Fransz ve ark. 2000). Yine
FISH yardimi ile Arabidopsis genomunun 4. kromozoma ait sentromerik ve telomerik problar
kullanilarak heterokromatik bolgeler ile bu bolgeleri ¢evreleyen 6kromatik bolgelerin interfaz

kromozomlar1 iizerindeki yeri tespit edilmistir. Bu bolgelerin kromozom iizerinde birlikte
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organize olduklar1 aciga ¢ikartilmistir. Bu yapiy1 belirlemek icin rDNA ve BAC klonlari
birlikte kullanilmistir. Heterokromatik yapilarin yiiksek oranda metillenmis ve ¢ogunlukla
kondense tekrarlardan olustugu, buna ragmen 6kromatik bolgelerin yliksek oranda asetilenmis
histonlardan  olustugu belirlenmistir. FISH ydntemi, interfaz kromozomlarindaki
dizenlemeleri, kromatin organisazyonu, homolog ve homeolog kromozom iliskilerini ve
epigenetik diizenlemeleri belirlemede oldukg¢a kullanigli bulunmustur (Lysak ve ark. 2001,
Fransz ve ark. 2002).

Medicago truncatula (2n = 2x = 16)’ya ait mitotik metefaz kromozomlarindan 20 kat
daha uzun olan pakiten kromozomlar1 {izerinde, bazi BAC klonlar1 araciligi ile molekiiler
sitogenetik bir harita olusturulmustur. Pakiten evresindeki heterokromatin bolgeler daha net
floresan sinyaller olusturmustur. Pakiten kromozomlarina ait karyogram, kromozom
uzunluklari, sentromer pozisyonlari, heterokromatin 6zellikler, 5S- 45S rDNA ve MtR1 FISH
desenleri kullanilarak olusturulmustur. FISH tekniginde kullanilan BAC klonlarinin
olusturduklart sinyaller ile linkage guruplari iliskilendirilmek sureti ile bir sitogenetik harita
olusturulmustur. Bu sekilde pakiten kromozomlar1 tizerinde 20 BAC klonu ve 3 tekrar
dizisinin baglandig1 yerler belirlenmis bu yerlere baglanan problara ait genetik ve sitolojik

uzakliklar hesaplanmistir (Kulikova ve ark. 2001).

Celtik bitkisi mitoz prometafaz kromozomlari, mayoz pakiten kromozomlari ve
uzatilmig DNA fiberleri Uzerine BAC-FISH teknigi uygulanmistir. Boylece FISH tekniginin
ve kullanilan problarin, farkli kromozom durumlar iizerindeki etkinlikleri test edilmistir.
BAC klonlarina dayali FISH sinyallerinin biiyiik ¢ogunlugu 1Mb biiyiikliigiinde kromozomal
DNA bolgelerini gostermistir. Fakat bu buyuklukteki bdélgeler mitotik prometafazda
gozlemlenmemistir. Bununla beraber 10. kromozomun erken pakiten evresinde gorece fiziki
lokasyonlar1 yakin olan veya kismen g¢akisan BAC sinyalleri eukromatik bolgeleri gorinar
hale getirmistir. Buradan pakiten kromozomlarinda FISH metodunun etkinligi, pakiten
evresinin erken veya gec sathada olmasi ile DNA problarinin eukromatik veya heterokromatik
bolgelere baglanmasina gore degisebilecegi sonucuna varilmistir. Fiber-FISH teknigi 7 BAC
klonu kullanilarak ¢eltik kromozomlar1 i¢in kalibre edilmistir. Bu 7 BAC klon ilmekleri
yaklasik 1 Mb biiyiikliigiinde bir DNA bolgesi sekansi ile eslesmistir (Cheng ve ark. 2002).

Pinus densiflora, P. thunbergii, P. sylvestris ve P.nigra tlrlerine ait karyotiplerin
benzerlik ve farkliliklar1 FISH ile ¢alisiimistir. Calismada hapten veya florokrom bagli,

telomerik tekrarlara, sentromerik tekrarlara ve rDNA tekrarlarina 6zgii problar kullanilmistir.
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FISH sinyalleri c¢ogunlukla kromozomlarin ara bolgeleri (interstitial) ve proksimal
(sentromere yakin) bolgelerinde gozlemlenmistir. Tiirler arast1 FISH karyogramlari
degerlendirildiginde ara bolge, telomerik ve rDNA problarinin olusturdugu sinyaller tiim
tirler i¢in homolog kromozomlar1 belirlemede oldukga kullanisli bulunmustur. Sonuglar 4
tire ait kromozomal farkliliklarin az oldugu ve proksimal bolgelerin cesitlilik gosterdigi

yoniinde 6zetlenmistir (Hizume ve ark. 2002).

Bir ¢im bitkisi olan Zingeria trichopoda (2n = 8, 2C-DNA = 5.3 pg)’nin genom
yapisinin oldukca dinamik evrimsel bir gecmise sahip oldugu bazi sitolojik calismalar ile
ortaya konulmustur. GISH c¢alismast ile Z. trichopoda ¢ekirdeginin farkli genomik
organizasyon belirtileri gosterdigi, 2 genoma ait farkli yapisal ozellikler tasidigi ortaya
¢ikartilmistir. Bu bulgulara dayanilarak, Z. trichopoda’nin, giiniimiiz Zingeria biebersteiniana
(2n = 4) tiirdi ile benzer sekilde kromozom sayisi az olan baska bir tiirlin hibridi olabilecegi
ortaya koyulmustur. Ayni c¢alismaya dayanilarak, Z. biebersteiniana genomuna ait
sentromerik “’Zbcenl’’ gen tekrarlarinin, Z. trichopoda’da belirgin bir sekilde azaldiklari
aciga cikartilmistir. GISH ve rDNA problarinin kullanildigi FISH kombinasyonu, iki ataya ait
genomlarin ayirt edilmesi, 5S ile 45S rDNA boélgelerinin ayni anda belirlenmesine imkan
saglamistir. Z. trichopoda’da ayirt edilebilen iki alt genom, benzer 5S rDNA lokasyon
dagilimlar1 gostermistir. Fakat 45S rDNA sinyal dagilim ve sayilar1 degiskenlik gdstermistir.
Z. trichopoda genomunda daha c¢ok Z. biebersteiniana genomuna benzer 45S rDNA
ozellikleri gozlemlenmistir. Allopoliploidizasyon sonrasi, diger diploid atanin 45S rDNA
lokuslarinin muhtemelen kayip olduklart belirtilmistir. Bunun sonucunda, Z. trichopoda
genomuna, Z. biebersteiniana genomundan kalitilan 45S rDNA lokasyon sayisinin
azalabilecegi veya bu lokasyonlarin Z. trichopoda genomuna dagilabilecegi varsayimlarinda

bulunulmustur (Kotseruba ve ark. 2003).

FISH teknigi kullanilarak bir¢ok bitkide transpozon (ziplayan genler /jumping gene)
genetik elemanlarin konum olarak ve bitki tliriine bagli olarak kromozomlar {izerindeki
yerlerinin siirekli degistigi belirtilmistir (Schwarzacher 2003). Ornegin, misir genomunun
%60’ min retrotranspozonlardan olustugu vurgulanmistir. FISH metodu ile sentromere 6zgu
bir protein olan “’sentromer spesifik histon H3’’ ile sentromer bélgesinde yogunlasmis
retrotranspozonlar arasinda etkilesim oldugu belirlenmistir. Sentromerik 2 BAC klonu
kullanilarak, bu bolgede bulunan misira 0zgl sentromerik retrotranspozonlarin gostermis

oldugu yapisal ¢esitlilik ve organizasyon genel hatlari ile belirlenmistir (Nagaki ve ark. 2003).
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Cesitli retroelementlere ait problar kullanildiginda misir kromozomlarinin tiim kollarinin
retroelementler tasidiklart belirlenmistir.  Yani sentromer disindaki bolgelerde de

retroelementlerin lokalize olduklar1 gosterilmistir (Mroczek ve Dawe 2003).

Ototetrapoliploid 3 adet Arrhenatherum sp. (yiiksek ¢ayir yulafi) tiiriine ait
aksesyonlar, sitogenetik metotlar olan C-bantlama ve floresan in situ hibridizasyon teknikleri
kullanilarak kromozomal seviyede karsilastirilmistir. Arrhenatherum ve Avena cinsleri
arasinda intergenerik gen akisi oldugu bildirilmistir. Bu durum acgikliga kavustugunda,
Arrhenatherum’dan sicaklik ve soguk toleranst ile ilgili genlerin Avena sativa’ya
aktarilabilcegi  aciklanmistir. Bunun i¢in kromozomlar {izerindeki benzerliklerin
calisilmasinin baslangi¢ i¢in onemli bilgiler saglayacagi diisiiniilmiistiir. C-bant sonuglari,
kullanilan 6 aksesyon kromozomlarinin olduk¢a okromatik yapida olduklarini, metasentrik,
submetasentrik ve az sayida subtelosentrik sentromer durumlu olduklarini gostermistir. A.
parlatorei tiiriine ait aksesyon diger ornekler ic¢inde baskin bir telomerik C-bant ile
farklilasmistir. FISH ¢alismasinda prob olarak bugday 45S rDNA bolgesine ait pTa71l klonu
kullanilmistir. Bu klon ¢ekirdek¢ik olusumundan sorumlu bdlgeye ait tekrar dizileri
tasimaktadir. Arrhenatherum album, A. elatius ve A. thorei tiirlerine ait aksesyonlarin her biri,
mitoz metafaz kromozomlarmda 4 adet 45S rDNA FISH sinyali vermistir. Ornekler
ototetrapoliploid olduklarindan, 4 sinyalin varligi, her tiirtin bir adet NOR bdlgesi tasidig
anlamina gelmektedir. Elde edilen bilgilerin, Arrhenatherum ve Avena cinsleri arasi genom

aktarim ¢alismalarinda kullanilabilecegi sdylenmistir (Mitchell ve ark. 2003).

Sitogenetik veya kromozom haritalar1 kKromozomlar (izerinde bir veya daha fazla prob
DNA’larin baglandig1 yerlerin fiziksel olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Sentromer
veya telomer bolgeleri referans alinarak, problarin bulundugu yer ve uzakliklar pum cinsinden
hesaplanmaktadir. Crossing over sonucu olusturulan genetik haritalarda kullanilan
belirteclerin yeri, sitogenetik harita ile entegre edilerek daha da gorunir hale getirilmektedir.
Ornegin heterokromatik bolgeler az oranda ekspresse olurlar yani crossing over olay1 nadirdir.
Bu durumda genetik harita belirtecleri gergek fiziksel uzakligi vermemektedir. Eger
sitogenetik haritalar kullanilirsa sonuglar daha goriiniir olacaktir (Budiman ve ark. 2004).
Sitogenetik haritalar, genetik haritalarda kullanilan belirteclerin, 6zellikle sitolojik
caligmalarin yogun yapildigi, kromozomlarin sentromer, telomer, heterokromatin, ¢ekirdekeik
olusumundan sorumlu (NOR) kromozamal bdlgelerdeki fiziki lokasyonlarini belirlemekte

kullanilmaktadir. Genom arastirmalarindaki gelismelere bagli olarak sitogenetik haritalar

93



kromozomal diizeyde genom diizenlemesi hakkinda arastirmacilara 6nemli bilgiler

saglamaktadir (Wang ve ark. 2006).

Kromozomlar {izerinde tek kopya gen bdlgelerini belirlemenin zor oldugu
belirtilmistir. Misir bitkisinin 9. kromozomu iizerinde bulunan tek gen kopyalarin yerinin
belirlenmesi igin yliksek ¢ozliniirliiklii FISH teknigi adapte edilmeye ¢alisilmistir. Bunun igin
pakiten kromozomlar1 tizerine daha Once belirlenmis genetik belirteclerin ¢ogaltilmig
kolonlar1 prob olarak kullanilmistir. Yontemde en kisa prob sayesinde 3.1 kb ve 2 sekansta ise
100 kb biiyiikliigiinde alanlar goriintiilenmistir. FISH yontemi ile misir bitkisinin 9.
kromozomu iizerinde 9 adet genetik yeri bilinen tek kopya gen bdlgesi belirlenmistir.
Molekiiler markirlara dayali genetik harita, BAC klonlarina (BAC contig map) bagh fiziksel
harita ve FISH yontemine dayanan sitogenetik harita bilgileri, misir bitkisine ait 9.
kromozomun sentromerik heterokromatin bolgelerinde énemli rekombinasyon indirgenmeleri
oldugunu gostermistir. Aragtirmacilar ayn1 zamanda, 10 pakiten kromozomu kullanarak, misir
genomu icin etkili bir sitogenetik harita olusturmak amaci ile bir prob karisimi (kokteyl)

gelistirmistir (Wang ve ark. 2006).

Igne yaprakli agaclar biiyiik genom ve tek diize karyotip yapilarindan dolayi,
sitogenetik caligmalarin zor yapildigi materyaller olarak bilinmektedir. Fakat FISH sayesinde
bu zorluklarin biiyiik derecede tistesinden gelindigi s6ylenmistir. Strobus alt cinsine ait 5 tor
kromozomal seviyede, 5S ve 25S rDNA problar1 kullanilarak, genom yapilar1 daha 6nce FISH
calismasi yapilmis Pinus alt cinsi sonuglart ile karsilastirilmistir. tDNA FISH desenleri
Strobus’a ait 5 tiir i¢inde oldukg¢a ¢esitlilik gostermistir. Daha 6nce yapilan Pinus FISH
sonuglari ile karsilastirilinca bazi farklilklarin oldugu gézlemlenmistir. Strobus turleri rDNA
bolgeleri bakimindan, Pinus tiirlerine gore daha fazla sayida lokasyon gostermis, bu durumun
Strobus genomunun biiyiikliigii ile iliskilendirilebilecegi sdylenmistir. Iki cins i¢in 5S ve 18S
rDNA ozellikleri agikga ayirt edilmistir. Cinse bagh tiirler aras1 filogenetik iliskiler
belirlenmstir. P. bungeana diger tiirlere gore daha az sayida 18S rDNA bdolgesine sahip, fakat
yogun sinyaller vermistir. Bu durumun cins i¢i 18S rDNA lokus dagilimini yansitabilecegi

soylenmistir (Cai ve ark. 2006).

Gossypium hirsutum (2n = 4x = 52) bitkisinde BAC klonlar1 prob olarak kullanilmis,
olusan FISH desenleri daha 6nce bilinen 6 linkage gurubunun fiziksel lokasyonlarini ve
tizerinde bulunduklar1 kromozomlar1 gostermistir. Boylelikle 13 homeolog (kismen homolog)

kromozom cifti belirlenmis, pamuk kromozomlari igin yeni bir siniflandirma onerilmistir
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(Wang ve ark. 2006). Yine tetrapoliploid pamukta kromozom cifti linkage guruplarini hizl
belirlemek icin mikrosatelit belirtegler kullanilarak BAC problari sentezlenmistir. Ornegin
BAC problardan biri, pamukta etilen hormonu cevap olusumunu saglayan faktor dizileri ile
yiiksek sekans benzerligi gosteren EST mikrosatelit belirteclerinden gelistirilmistir. Bu
sekilde olusturulan BAC probu, etilen cevap olusum faktoriiniin A7 kromozomunun uzun
kolunda lokalize oldugunu gostermistir. BAC-FISH desenlerinin olusturdugu fiziksel noktalar
ve genetik linkage harita bilgileri, 26 BAC klonunun ¢ogunun birbirine yakin veya
bulunduklar1 kromozomun sonunda konumlandiklarin1 gostermistir. Buradan rekombinasyon

aktif kromozomal bolgelerin distal konumlu olduklari ortaya ¢ikmistir (Wang ve ark. 2007).

Temel sitogenetik analizler sonucunda, Robertson (1981) kromozom sayilar1 2n=10,
20 ve 30 olan 3 diploid Brachypodium distachyon sitotipi tanimlamistir. Bu sonuglara
dayanarak Brachypodium distachyon’un temel kromozom sayist x=5 olan otopoliploidi
serilerinden olustugunu vurgulamistir. Fakat daha sonra genomik DNA ve BAC temelli
problarin  kullanildigit FISH analizlari sonucunda bu sitotiplerin  farkli tiirleri
karsilayabilecekleri sdylenmistir (Hasterok ve ark. 2004, 2006b). Fenotipik, sitogenetik ve
molekiiler tekniklerin birlikte ¢aligilmasi sonucunda, cinste tek yillik olan bu sitotiplerin iki
farkli, B. distachyon (2n=10, Bd genomu) ve B. stacei (2n=20, Bs genomu), diploidi ve bu
diploitlerin de dogal allopoliploid B. hybridum (2n=30 BdBs genomu)’u olusturduklar1 6ne

strilmustiir (Catalan ve ark. 2012).

Floresan in situ hibridizasyona dayali BAC problar1 kullanilarak Brachypodium
distachyon genomuna ait blyiik elemanlarin fiziksel haritalanmasi i¢in FISH protokolii tiim
asamalari ile 6zellestirilmistir (Jenkins ve Hasterok 2007). Brachypodium cinsi icerisinde yer
alan 6 tiir ve 2 alt tiir (20 aksesyon) FISH teknigi ile analiz edilmis aksesyonlarin 25S (45S)
ve 5S rDNA floresan sinyalleri incelenmistir. Biitiin 6rneklerde, 25S rDNA sinyalleri
kromozomlarin kisa kollarinda, telomerik uca yakin ve bazen kromozomlarin sekonder
bolgelerinde tespit edilmistir. 5S rDNA bolgeleri ise bulunduklart kromozomlarin uzun
kollarinda sentromerik (proksimal veya distal) alanlarda gozlemlenmistir. 25S rDNA
sayilarinda bir ¢esitlilik oldugu, bu durumun kromozomlarin yeniden diizenlemeleri, esit
olmayan krossing over ve gen degisimleri ile ilgili olabilecegi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada,
B. pinnatum igin 2n=18 veya 28 kromozomlu aksesyonlar tanimlanmistir. GISH metodu ile
28 kromozomlu aksesyonlarin biiyiik ihtimalle B. distachyon (2n=10) ve B. pinnatum (2n=18)
dogal hibritleri olabilecekleri 6ne siiriilmiistir (Wolny ve Hasterok 2009). H4Kb5ac,
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H3K4me2 ve H3K4mel gibi epigenetik markirler (histon yapilart) kullanilarak Brachypodium
distachyon tohumlarmin farkli gelisme evrelerindeki epigenetik degisimlerin durumu in situ
olarak caligilmistir. Farkli doku ve organlarda farkli epigenetik degisimler kayit edilmistir

(Wolny ve ark. 2015).

Tropikal bir bugdaygil yem bitkisi olan Panicum maximum Jacq.’un yiksek verime ve
kaliteli bir ota sahip oldugu s6ylenmistir. Panicum maximum’a ait bir diploid 6rnek ve 3 adet
kiltlirii yapilan tetrapoliploid ¢eside ait DNA igerigi ile 5S ve 45S rDNA sekanslarinin
ozellikleri karsilagtirilmistir. Orneklere ait DNA icerigi Flow-sitometri, rDNA desenleri ise
cift renkli FISH teknigi kullanilarak ¢alisilmistir. Diploid 6rnege ait DNA igerigi yaklagik 500
Mbp, tetrapoliploid drneklere ait DNA igerigi ise yaklasik 1000 Mbp olarak hesaplanmustir.
5S rDNA sinyali diploid 6rnekte 2, tetrapoliploid 6rneklerde ise 4 olarak bulunmustur. 45S
rDNA sinyal sayisi tetrapoliploid drneklerde 4 ile 8 arasi sayilmistir. Diploid tiire ait idiogram
45S rDNA lokasyon sayisinin, bu lokusun 2. kromozom {izerinde olup olmamasina gore

degistigini gostermistir (Akiyama ve ark. 2008).

Diploid 15 yabani kahve turl (Coffea) ile kiltiirii yapilan tetrapoliploid Coffea arabica
genom organizasyonlari iki florokrom boya (CMA, DAPI) ve 5S ve 18S rDNA sekanslarinin
prob olarak kullanildigr FISH teknigi ile analiz edilmistir. Florokrom bantlar1 ve rDNA
isaretleri C. arabica tiiriiniin agikca allopoliploid oldugunu ve 18S rDNA bdlgelerinin satelit
tastyan kromozomlar ile siki baglantili oldugunu gostermistir. Yine 5S ve 18S rDNA
sinyalleri, ¢alisilan orneklerin poliploidi ve cografik dagilimlari arasinda baglanti oldugunu
gostermistir. Ribozomal DNA lokus sayisinin poliploidizasyon siireci boyunca artigi,

poliploidi seviyesinin ise kurakliga bagli olarak artig1 vurgulanmistir (Hamon ve ark. 2009).

Oryza sativa (geltik) bitkisine aktarilan tek kopya transgenin lokasyonunu belirlemek
icin celtik metafaz kromozomlarina pratik, rutin ve etkili bir FISH prosediirii uygulanmustir.
Hazirlanan kdk meristem hiicreleri metafaz kromozom preparatlarina, dioksigenin baglanmis
tekli ve ¢oklu T-DNA prob olarak hibridize edilmistir. Hibridize olan prob dizilerine
kromomisin 3 bagl fare IgG antikorlar1 baglandiktan sonra olusan FISH desenleri floresan
mikroskopu ile belirlenmistir. FISH teknigi T-DNA’nin kromozomlar iizerindeki bolgelerini
ve sayisini belirlemede etkili bir sekilde kullanilmistir (Kharb ve ark. 2001). Benzer sekilde
T-DNA problan kullanilarak, ¢eltik bitkisinde 3 farkli transgen bdlgesi basarilt bir sekilde
tanimlanmistir. Sonuglara dayanarak transgenlerin homolog lokuslara yerlestikleri ve

generasyonlar boyunca yerlerinin sabit oldugu belirtilmistir (Park ve ark. 2010).
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Kore’de toplanan yabani Lilium tiirleri FISH teknigi kullanilarak, 6rneklerin sahip
oldugu rRNA bdlgelerinin fiziki lokasyonlar1 haritalanmis, GISH metodu ile de tiirler arasi
(Interspecific) genom iliskileri belirlenmeye ¢alisilmistir. FISH sonuglari, farkl: tiirlerin farkl
kromozomlarinda 4 ila 8 aras1 45S rDNA bdlgesi oldugunu goéstermistir. Buna ragmen 5S
rDNA bolgesi sadece 3. kromozomun uzun kolunda, nadiren birkag¢ tlirde ayni kromozom
kolu iizerinde bitisik iki bolgede rastlanmistir. Sadece 3 tiirde 5S ve 45S rDNA sekanslari
bitisik pozisyonda gozlemlenmistir. Genomik DNA’nin prob olarak kullanildigi GISH analizi
sonucunda ise diploid ve triploid Lilium lancifolium genomlar1 arasinda hibridizasyon iligkisi
belirlenmistir. Bu bilgi triploid genomlarin diploid kokeninin L. lancifolium oldugunu ve

Lilium maximowiczii olmadigini gostermistir (Sultana ve ark 1010).

Brachiaria bir bugdaygil cinsi olup tropik ve subtropik bolgelere yayilmis yaklasik
100 tir icermektedir. 6 Brachiara aksesyonu poliploidi 6zellikleri agisindan, 5S ve 25S rDNA
lokus ozelliklerine gore FISH teknigi kullanilarak karsilastirilmistir. Calisilan tiirlerde 25S
rDNA lokus sayisinin poliploidi ile ilgili oldugu, 5S rDNA lokus sayisimin ise olmadig
belirtilmistir. rTDNA lokusuna sahip kromozomlarin morfolojik olarak hem tiir i¢i hem de
tirler arasinda farklilik gosterdigi gozlemlenmistir. B. brizantha’nin  rDNA tasiyan
kromozomlarmin farkliliklar gostermesi, allopoliploidi olayina baglanmistir. B. brizantha
asporik olup dollenme gergeklesmeden sadece disi ¢icek ile ¢ogalabilmektedir. Bu sebeble
goriilen kromozomal farkliliklarin (diizenlemelerin) diger tiirler ile melezlenmesinden

kaynaklanabilecegi fikri 6ne siiriilmiistiir (Akiyama ve ark. 2010).

Brachypodium, bugday ve ¢eltik genomlar1 aras1 genetik iliski, sentromere 6zgii ¢esitli
problar kullanilarak arastirilmistir. Arastirmada, bugday sentromerik EST tekrarlari, geltik
sentromerik tekrarlari, kiitiiphane kaynakli ve daha once lokasyonu bilinen belirtegler BAC
klonu olarak kullanilmiglardir. Ayrica bugday 45S rDNA tekrarlarida prob olarak
kullanilmistir. Ttmlesik sekans dizileri ve BAC klonlar1 kullanilarak B. distachyon’a ait
temel 5 kromozomun yaklasik sentromer posizyonlari ile kromozomlara ait aktif ve inaktif
sentromerler bulunmaya calisilmistir. Calisma sonucunda Brachypodium ile ¢eltik ve bugday
sentromerik bolgeleri arasinda belirli bir homoloji bulunmustur. Kullanilan 6 geltik
sentromeri ile 5 bugday sentromeri Brachypodium distachyon sentromerlerine
baglanmamistir. Calisilan ii¢ tiir i¢inde ortak ge¢cmise sahip sentromer bdlgelerinin aktif
genlerinin 40 milyon yillik bir evrimsel paylasim siirecine dikkat cektigi aktarilmistir.

Brachypodium aktif olmayan 3. kromozom sentromeri ile geltik 8. ve bugday 7. kromozom
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sentromerleri benzer gen dizilimlerine sahip bulunmustur. BAC-FISH sonuglarina
dayanilarak, aktif sentromerlerin zamanla retrotransposon yapilarini kayip ettikleri i¢in inaktif

hale geldikleri ve kendilerine 6zgii satelit tekrarlar tasidiklari sonucuna varilmistir (Qi ve ark.

2010).

Chenopodium cinsine dahil 34 tiiriin genomu 5S ve 35S rDNA sekanlarinin prob
olarak kullanildigt FISH metodu ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore cins
igcerisinde rDNA bdélgelerinin temelde kromozom sonlarinda (terminal/telomerik) konumlu
olduklar1 sadece birkag tiirde 5S rDNA lokasyonlart ara durumlu (interstitial) bulunmustur.
rDNA lokasyon sayist bakimindan incelenen Orneklerde bir polimorfizim oldugu
belirlenmistir. Poliploid aksesyonlarda rDNA lokasyon sayisi diploidlere oranla daha fazla
bulunmustur. Tetrapoliploid ve hekzapoliploidlerde 35S rDNA lokasyon sayist 1 veya 2
olarak kayit edilmistir. Yine tetrapoliploidlerde 5S rDNA lokasyon sayist 2, 4, 6,
hekzapoliploidlerde ise 6 veya 8 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara dayanilarak, bazi
poliploid tiirlerin evrimsel siire¢ icerisinde rDNA bolgelerinde bir azalma egilimi

gosterdikleri sonucuna varilmistir (Kolano ve ark. 2012).

Cenchrus ciliaris (Syn: Pennicetum ciliare) 6nemli bir mera bitkisi olup 6zellikle
kurak kosullara dayaniklidir. Temel kromozom sayis1 n=x=9 olup, Tunus popiilasyonlar1 3
poliploidi diizeyi (4x, 5x, 6x) gostermektedir. Cift renkli (double) FISH kullanilarak 5S ve
18S-5.85-26S rDNA (rRNA) bolgelerinin 3 poliploidi genomu U(zerindeki lokasyon ve
sayilar karsilastirilmigtir. Her iki proba ait sinyaller bu 3 poliploidi seviyesi i¢in intraspesifik
Ozellikler gostermislerdir. Yine farkli poliploidi diizeyine sahip formlarda her iki prob i¢in
farkli (tetrapoliploidlerde 2 lokus, pentapoliploidlerde 5 ve hekzapoliploidlerde 6 ) sinyal
sayilart gézlenmistir. Her 3 sitotip i¢cin 5S rDNA bdlgeleri kromozomlarin subsentromerik
bolgelerinde, 18S rDNA bdlgeleri ise kromozomlarin kisa kollarinda telomerik bolgelerde
gbzlemlenmistir. Bu bulgular Cenchrus ciliaris’in poliploidizasyon gelisiminde rDNA lokus
sayilarinin, poliploidi seviyesine bagli olarak arttigin1 gostermektedir (Kharrat-Souissi ve ark.
2012).

Italyan ¢imi (Lolium multiflorum Lam.) genotiplerine ait rDNA bolgelerinin,
kromozomlar Uzerindeki sayilari, dagilimlari ve transkripsiyon aktiviteleri c¢aligilmistir.
Cekirdeke¢ik olusumundan sorumlu bolgeler (nucleolar organizer regions/NOR) giimiis nitrat
boyama (Ag-NOR) ve 5S ve 45S rDNA dizilerinin prob olarak kullanildigi FISH,

yontemleriyle belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 5S rDNA bolgeleri hayli korunmus
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iken 45S rDNA bolgelerinin c¢esitlilik gosterdigi dahasi ayni kromozomun farkli yerlerinde
lokalize olduklar1 goriilmiistiir. Genomlardan birinin beklenenden daha fazla sayida 45S
rDNA bolgelerine sahip oldugu goriilmiistiir. Metafaz hiicrelerinin yaklasik %95’inde 45S
rDNA bolgeleri kirilmis en az bir kromozom belirlenmistir. Bu sonuca dayanilarak 45S rDNA
yapilarinin, Lolium multiflorum genomu i¢in kirillgan dizilere sahip olduklari ve genomda
kromozom fragmentleri olusturduklari sdylenmistir. Bu durumun diger bazi faktorlerle
beraber kromozomlarin yeniden diizenlenmesine sebep olacagi ve genom organizasyonunu
degistirece8i vurgulanmistir. Ayn1 zamanda 45S rDNA boélgelerinin tamaminin transkripsyon

duzeyinde aktif olmadiklar1 belirtilmistir (Bustamante ve ark. 2014).

Phleum echinatum Host. (2n=2x =10) tek yillik, Akdeniz iklim &zelliklerine adapte
bir bugdaygil bitkisi olarak tanimlanmistir. Phleum cinsine ait diger iiyelerden kromozom
sayis1, asimetrik karyotip ozelligi ve yiiksek genom hacmi ile ayrilmaktadir. Bu tiire ait
kromozomlar klasik aseto-orsein boyama ve FISH teknigi ile galisilmistir. Sekonder yapi
bolgesi ile satelit bolgesinin ayni oldugu, 3. kromozomun ayni bolgesinde FISH sayesinde
biylk 35S rDNA bolgesi belirlenmistir. Kiigiik 35S rDNA bélgesi ise 5. kromozom iizerinde
5S rDNA bolgesine yakin bulunmustur. Biitiin kromozomlarin uglarinda, 3. kromozomun
sekonder bolgesinde (satelit bolgesinde) ve 1. ile 2. kromozomun sentromerik alaninda
telomerik tekrarlar belirlenmistir. Genom igi telomerik dizi ¢esitliliginin muhtemelen
kromozomal diizenlemeler sonucu gergeklestigi ve Phleum echinatum icin karakteristik
oldugu vurgulanmistir. Kirilmalar sonucu olusan bu fragmentler kromozomal ¢esitlilige sebep
olmaktadir. 3. kromozomda belirlenen ve NOR boélgesinde bulunan ara telomerik tekrarlarin
cok farkli ve biiyiik olduklar1 not edilmistir. Bu lokasyonda ¢ift renkli FISH sinyallerine
dayanilarak belirlenen telomerik tekrarlarin ve 35S rDNA tekrarlarin varligi kromozom

kirilmasi i¢in kanit olarak nitelendirilmistir (Grabowska-Joachimiak ve ark. 2015).

Carica papaya L. (Papaya) ¢ok evcikli (erkek bitki, disi bitki ve erselik bitki) bir
bitkidir. Cinsiyet ancak ciceklenmeden sonra ve ¢icekler elle yoklanarak belirlenebilmektedir.
Bu durumun tarimsal acidan is giicli, zaman kayb1 oldugu ve ekonomik olmadig
bildirilmigtir. Calismada FISH teknigi kullanilarak iki Brezilya menseili papaya cesidine ait
disi ve hermafrodit (erselik=¢ift cinsiyetli) cinsiyetli bitkilerin ¢igek olgunluga ulagsmadan
once belirlenmesi amaglanmistir. Daha once molekiiler yontemler ile belirlenen 7 dizili bir
markir FISH i¢in prob olarak gelistirilmistir. Seg¢ilen markir polimorfik 6zellikler

gostermektedir. Her iki ¢eside ait yaprak orneklerine ait ¢ekirdeklere uygulanan FISH teknigi,
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erselik bitkileri onceden belirleme imkam saglarken, disi bitkileri belirlemek i¢in yeterli
yogunlukta sinyal vermemistir. Bu ¢alismanin gelistirilerek ilerde cinsiyet belirlemek i¢in

otomasyon sistemleri ile entegre edilmesi gerekliligi vurgulanmistir (Abreu ve ark. 2015).

Try-FISH metodu kullanilarak sogan genomunda 5. kromozom iizerinde, tarimsal
acidan ¢ok 6nemli olan gen veya gen bdlgelerine ait genetik ve fiziksel haritalar olusturacak
in situ problar gelistirilmeye ¢alisilmistir. Amag daha 6nce 5. kromozom ile ilgili molekiiler
markir ve klonlar1 kullanarak, eksprese olan genom bdlgelerinden daha spesifik ve zamanla
tiim genomla ilgili ekzon ve intron bolgelerini belirleyen problar gelistirmektir. Bu sekilde
genetik ve kromozomal haritalar birlikte kullanilarak 5. kromozom {izerindeki rekombinasyon

bolgeleri belirlenmeye ¢alisilmistir (Romanov ve ark. 2015).

Yine sogan bitkisinde Try-FISH kullanilarak mitotik metefaz, pakiten ve siiper
uzatilmig pakiten kromozomlar iizerinde genetik erkek kisirlig1 belirleyen lokusun fiziki yeri
molekiiler problar ile belirlenmistir. 846-2251 bp uzunlugundaki DNA parcalar1 ve 666 bp
uzunlugundaki ¢cDNA klonu prob olarak kullanilmistir. Kullanilan problar 2. kromozomun
sentromer bdlgesine yakin bolgede sinyal vermislerdir. Bu bélge diisiik rekombinasyona
ugrayan ve kullanilan problarin siki baglandigi bir bolge olarak tespit edilmistir. Markira
dayali seleksiyon i¢in kullanighi bulunan problar, erkek kisirlik lokusunu haritalamak icin

yetersiz bulunmustur (Khrustaleva ve ark. 2016).

Pennisetum squamulatum ve Pennisetum ciliare aspori apomitik ¢ogalma gosteren 2
bugdaygil tiiriidiir. Bu tiirlerde apomiksi kontrol eden genomik bdlgenin olduk¢a korunmus
oldugu belirtilmistir. FISH teknigi kullanilarak hangi kromozomlarin bu bdlgeleri tagidiklar
fiziki olarak belirlenmistir. Bilgisayar ortaminda bazi transkriptlerin olusturdugu harita ve
FISH ile lokasyonlar1 belirlenen bazi transkriptlere ait veriler birlikte kullanilmus,
P. squamulatum tdrtne ait apospori-spesifik gen bolgesi tasiyan kromozom ile Cin dari
(Setaria italica) ve Sorgum’a ait 2. kromozomun iizerinde ayni1 dogrultuda fakat farkli
bolgede oldugu belirlenmistir. P. squamulatum’a ait apospori gen bdlgesini belirlemek icin
kullanilan markirlar, gama 1sinlar1 uygulanan polenlerden elde edilen bitkiler ve caprazlari,
apospori gen bolgesinde meydana gelen yapisal degisiklikleri belirlemek igin kullanilmistir
(Sapkota ve ark. 2016).

Stirekli tekrar eden DNA dizileri (satelit tekrarlar), biiyilk DNA pargalari olup, siklikla

sentromerik ve telomerik heterokromatik bolgelerde lokalize yapilar olarak tanimlanmiglardir.
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Son zamanlarda bu yapilarla ilgili elde edilen bilgiler, baz1 satelit tekrarlardan ekspres edilen
transkriptlerin biyolojik fonksiyonlarda énemli roller Ustlendiklerini gostermektedir. RNA-
FISH kullanilarak, misir bitkisinde 1yi tanimlanmis 4 farkli satelit bolgeye ait transkriptler
belirlenmeye calisilmistir. Hedef bolge olarak birer knob, telomerik, subtelomerik ve
sentromerik tekrar bolgelerine ait transkriptler kullanilmigtir. RNA-FISH ile 4 bolgeden
ucune ait transkriptler interfaz c¢ekirdeginde sinyal vermislerdir. Bu durum sinyal veren 3
satelit bolgenin gen iirlinlerinin kromatin yapida aktif olduklarimi gostermektedir. Knob ve
telomerik tekrarlara ait transkriptler ilgili DNA lokuslar ile iliskilendirilerek haritalanmistir.
Buna ragmen sentromerik tekrarlara ait transkriptler yiiksek oranda niikleolusta
(¢ekirdekeikte) belirlenmistir. Yani RNA-FISH kullanilarak satelit tekrarlardan ifade edilen
tirtinlerin ifade seviyeleri ve ¢ekirdekteki konumlar1 belirlenip haritalanabilir (Koo ve ark.
2016).

Bacillus subtilis ve suslar1 bitki biiylimesini tesfik edici 6zellikte bakteriler olup,
bircok bitkiye inokiile (agilama) edilerek kullanilmaktadir. Bu bakterilerin saglikli ¢ogalmasi
bitki gelisimi i¢in Onemlidir. Bacillus subtilis’e ait 16S rRNA bdlgesine 6zgl prob
gelistirilerek, Bacillus subtilis ile yakin akrabasi olan Bacillus amyloliquefaciens turlerinin
FISH teknigi ile ayirt edilmesi amaglanmistir. Gelistirilen probun Bacillus subtilis ve bazi
suslart i¢in ayirt edici oldugu fakat diger Bacillus tiirleri igin ayirt edici olmadig gértilmiistiir

(Posada ve ark. 2016).

Aegilops, Brachypodium, Festuca, Hordeum, Lolium, Secale ve Triticum cinslerine ait
tiirler, GISH metodu kullanilarak kromozomal seviyede, genomlar arasi anahtar isaretleri
belirlemek sureti ile filogenetik olarak karsilastirilmistir. Bir bitin olarak kromozomlar veya
kromozom pargalari, genomlar arasi baglantilar kuracak sinyaller vermistir. Tritikale
(AABBRR) genomu prob olarak kullanildiginda, ¢avdar (RR) kromozomlarinin sekonder
bolgelerinde sinyal goriilmemesi, arastiricilar tarafindan beklenmeyen bir durum olarak
gorilmiistiir. Ayn1 zamanda prob baglanmayan kromozom bdélgeleri tiirler i¢in ayirt edici
olarak kullanilmistir. Yukaridaki cinslere ait ¢aligilan tiirlerin hepsi 35S rDNA kodlama yapan
sekans dizileri bakimindan korunmus gen bolgeleri gostermistir. Filogenetik olarak uzak
oldugu sdylenen tiirler genomik DNA sekanslar1 bakimindan blyiik benzerlikler géstermistir

(Majka ve ark. 2016).

Hordeum vulgare (arpa) tohumlarmma mutasyona sebep olan Maleic hydrazide

kimyasali uygulandiktan sonra, mikroniikleusla etkilesimli aktif 35S rDNA boélgeleri ve
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mikroniikleus say1 degisimleri, iki farkli sitolojik teknikle karsilagtirilmistir. 25S rDNA
probunun kullanildig1 FISH ile toplam 35S rDNA bdélgeleri ve glimiis nitrat boyama yontemi
ile de aktif 35S rDNA bolgeleri belirlenmistir. Maleic hydrazide mutajeni mikroniikleus
yapinin ¢ekirdek ile etkilesimine engel olmaktadir. Klastogenik olan kimyasal, kromozom
kirilmalarma ve aym1 zamanda ig ipligi deformasyonuna sebep olmaktadir. Kimyasal
uygulandiktan sonra arpa bitkisinin hiicre boliinmesi evresinde g¢ekirdekcik yapilar kayip
olmaktadir. Cekirdekcik olusumu, Maleic hydrazide veya baska steres (agir metal, sicaklik
degisimleri) faktorlerinden cabuk etkilenmektedir. AgNOR ve FISH sonuglar1 normal
hiicrelerde tespit edilen sayidan daha fazla 35S rDNA sinyali vermistir. Bu da Maleic
hydrazide’in  mikroniiklus yapilarimin interfaz evresinde niikleusa baglanmalarim
engelledigini bunun sonucunda normal hiicrelerde goriilen aktif mikroniikleus sayisindan daha

fazla mikroniikleus olustugunu gostermektedir (Kwasniewska ve Jaskowiak 2016).
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3. MATERYAL ve METOT

3. 1. Bitki Materyali

Calismada, IPK (Gaterslaben, Almanya), IBER (Aberystwyth, Ingiltere), Western
Regional Plant Introduction Station (Pulmann, Washington, ABD) gibi arastirma
enstitilerinin gen (tohum) bankalarindan temin edilmis olan Dactylis taksonlarindan 2 yil
boyunca sitolojik incelemeler icin uygun kalite ve miktarda kok ucu elde edilebilen 9 diploid
ve 31 tetrapoliploid aksesyon kullanildi. Diploid ve tetrapoliploid taksonlarin aksesyon

numaralari, adlar1 ve orijinleri sirasiyla Cizelge 3. 1 ve Cizelge 3. 2°de gosterilmistir.

Cizelge 3. 1. Diploid Dactylis taksonlarinin aksesyon adlari, numaralar1 ve orijinleri

Ormek Aksesyon No Aksesyon Adi Orjin
No
1 ABY-Bc 6106-1975U Dactylis g. L. subsp. mairei -
2 ABY-Bc 5194-1980U Dactylis g. L. subsp. himalayensis Domin
3 ABY-Bc 6977-1979U Dactylis g. L. forma galicia -
4 ABY-Bc 4454-1982U Dactylis g. L. subsp. santai Stebbins & Zohary -
5 ABY-Bc 5562-1973U Dactylis g. L. subsp. lusitanica Stebbins & Zohary | -
6 Pl 237603 Dactylis g. subsp. lusitanica Portekiz
7 Pl 283242 Dactylis g. subsp. lobata Almanya
8 GRA 712\81 Dactylis g. subsp. -
9 87 Dactylis g.subsp. -

Calismada incelenen diploid Dactylis aksesyonlarindan 2 tanesi taksonomik olarak
tanimlanmamis (gen bankasindan alindigi gibi), 2 tanesi Dactylis glomerata L. subsp.
lusitanica taksonuna ait olup, subsp. mairei, forma galicia, subsp. himaleyensis, subsp. santai

ve subsp. lobata taksonlar1 sadece birer adet aksesyon ile temsil edilmektedir.
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Cizelge 3. 2. Tetrapoliploid Dactylis taksonlarinin aksesyon adlari, numaralar1 ve orijinleri

Ornek Aksesyon No Aksesyon Ad1 Orjin

No

1 ABY-Bc 6223-1971U Dactylis g. L. subsp. aschersoniana -
(Graebner)

2 22 - (Triploid) -

3 65 - (Triploid)

4 ABY-Bc7213 0000U Dactylis marina Borrill -

5 P1 477989 Dactylis marina Fransa

6 P1 346970 Dactylis marina Portekiz

7 Pl 346969 Dactylis marina Portekiz

8 Pl 346968 Dactylis marina Portekiz

9 Pl 237604 Dactylis marna Portekiz

10 Pl 346967 Dactylis marina Portekiz

11 P1 577066 Dactylis marina Portekiz

12 P1 577065 Dactylis marina Portekiz

13 ABY-Bc5645- 2004U Dactylis g. L. subsp. hispanica (Roth) Nyman

14 P1 306730 Dactylis g. subsp. hispanica Yunanistan

15 Pl 265568 Dactylis g. subsp. hispanica Ispanya

16 Pl 265567 Dactylis g. subsp. hispanica Fransa

17 Pl 283243 Dactylis g. subsp. woronowii Rusya

18 GR 1241\94 Dactylis woronowii -

19 P1 237606 Dactylis g. subsp. santai Fas

20 P1 237605 Dactylis g.subsp. santai Cezayir

21 ABY-Bc 7279-0000U Dactylis g. L. subsp. lobata (Drejer) H. Lindb

22 Pl 316209 Dactylis g. subsp. lobata Bulgaristan

23 Pl 372621 Dactylis g.subsp. lobata Almanya

24 Pl 237607 Dactylis g. subsp. smithii Ispanya

25 GR 8202\80 Dactylis g. subsp. smithii -

26 GR 1238\83 Dactylis smithii -

27 GR 7297\02 Dactylis smithii -

28 4G10001921 Dactylis glomerata L. CZE -

29 GR 669\96 Dactylis glomerata -

30 GRA 833\83 Dactylis subsp. -

31 139 Dactylis subsp. -
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Tetrapoliploid Dactylis taksonlari, 4 adet taksonomik olarak tanimlanmamis (gen
bankalarindan alindig: gibi, 2’si triploid ve 2’si tetrapoliploid) olmak lzere, 9 adet D. marina,
4 adet D. g. subsp. hispanica, 4 adet D. g. subsp. smithii, 2 adet D. glomerata, 2 adet D. g.
subsp. woronowii, 3 adet D. g. subsp. lobata, 2 adet D. g. subsp. santai ve 1 adet D. g. L.

subsp. aschersoniana (Graebner) aksesyonlarindan olusmaktadir.

3. 2. Floresan In Situ Hibridizasyon

3. 2. 1. Kullanilan bitki materyalleri, sarf malzemeleri, laboratuvar alet ve donanimlari
Bitki materyalleri: Yiiksek miktarda boliinen hiicreye sahip kok ucu dokular

Sarf malzemeleri:

Asetik asit

Glasiyal asetik asit

Buffer EB (Tris-HCI)

Selilaz enzimi

Seliilaz Onozuka R-10 enzim

Sitrat buffer

DAPI boya

Dekstran sulfat

Digoxigenin-11-dUTP

Saf etanol: -20 °C’de buzdolabinda tutulmali, kullanilacagi zaman ¢ikartilmalidir
Saf etanol ve %70’lik etanol

Metanol veya etanol-asetik asit tespit ¢ozeltisi
Etanol serileri (%70, 90, 100)
FITC-conjugated anti-digoxigenin
Fluorescence-free immersion oil

Formaldehit

Formamide
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Izole edilmis, ¢ogaltilmis veya saflastirismis DNA kaliplart
Metanol

Monobed mixed resin “Amberlite” IRN-150L
Nick translation kit

RNA polimeraz

dNTPs

DNA izole kiti

Yagsiz siit tozu

Fosfat bufer saline (PBS)

Pektinaz

RNase A, DNase free

Saline sodium citrate (SSC buffer)

Salmon sperm blocking DNA

Sodyum asetat (NaOAC);

Sodyum dodecyl (lauryl) stlfat
Tetramethyl-rhodamine-5-dUTP

Tween 20

Vectashield mounting medium

S1v1 nitrojen

Filitre kagidi
Laboratuar alet ve ekipmanlari:

Makas, jilet, igne, forsep, cam beher, Ol¢ii kaplari, yikama kaplari, buzdolabi, derin
dondurucu (-86 °C), Epifloresan mikroskop, CCD dijital kamera sistemi, gesitli filitreler,
resim analiz ve isleme sistemleri (Corel Picture Publisher, Adobe Photoshop, Wasabi vb.), in
situ thermal cycler, Faz kontrast mikroskopu, Stereo mikroskop, Mikrosantrufij, su banyosu,

vorteks, manyetik karistirici.
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3. 2. 2. Cozeltilerin hazirlanasi

Buffer EB (elusyon buffer, 10 mM Tris-HCI, pH 8.5): Hazir alinabilecegi gibi, tris bazi ve
HCI asit ile hazirlanabilir. Ornegin 100 ml 1M ¢ozelti igin; 12,114 g Tris bazi, 80 ml
ddH20’de cozdardlur, tzerine 3-4 ml % 37’lik HCI eklenerek pH 8,5’e ayarlanir. Asit
reaksiyonu sonrast kabin sicakligimin diismesi beklenmelidir. Son ¢6zelti hacmi ddH2O ile
100 ml’ye tamamlanir. Bu stok c¢ozelti 1:100 oraninda seyreltilerek 10 mM Tris bufer elde
edilmis olur. Her defasinda hassas bir pH metre ile pH=8,5 olacak sekilde kontrol edilmelidir.
Cozelti hazirlandiktan sonra otoklavda sterilize edilmeli, oda sicakliginda muhafaza edilmeli

ve kontamine olmasi engellenmelidir.

Sitrat buffer: Saf su ile 0.1 M sitrik asit monohidrit ve trisodyum sitrat dihidrat stok
soliisyonlar1 hazirlanir. ki soliisyon sirasi ile 4:6 oraninda karistirilir ve pH 4.8 olacak sekilde
ayarlanir. Kullanilacagi zaman stok soliisyon 1:10 oraninda saf su ile seyreltildikten sonra

kullanilir. Her iki ¢6zelti de buzdolabinda saklanmalidir.

Enzim solusyonu: Pektinaz %20 (v/v), seltlaz %1 (w/v) ve %1 (w/v) selilaz Onozuka R-10
oranlarindaki enzimler 10 mM sitrat buffer ile kanstirilir. CoOzelti +4 C° de magnetik
karistiricida ¢ozdiirtiliir. Enzim karisimi kiictlik tiiplere 1’er ml paylastirilir ve kullanilincaya

kadar -20 °C’de saklanur.

Sodyum asetat (3M): 40.8 g sodyum asetat (NaOAc.3H20) 80 ml steril saf suda ¢ozdurdlir.
Glasial asetik asit ile pH 5.2°ye ayarlanir ve steril saf su ile 100 ml tamamlanir. Filitreden

gecirildikten sonra buzdolab1 veya oda sicakliginda saklanabilir.

DAPI (100 pg/ml): 1 mg DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) boyasi 10 ml steril distile
suda ¢ozduralir. Bu stok ¢ozelti 1 ml plastik tiiplere paylastirilir ve kullanilincaya kadar -20
°C’de saklanir. Boyama soliisyonu kullanilacagi zaman, 2.5 ul DAPI soliisyonu 97.5 pl
Vectashield adli soliisyon ile karigtirilmalidir. Boya buzdolabinda saklanmali ve kontamine

olmas1 engellenmelidir.

Dekstran sulfat (50% wi/v): 5 g dekstran stlfat 10 ml steril saf suda 65 °C’de ¢ozdurtldukten
sonra 0.22 um filitreden gegirilir ve daha sonra -20 °C’de saklanir. Solusyon oldukca viskoz
yapida oldugu icin filitreden gecmesi zordur. Bunun icin 65 °C’de hizli bir sekilde 1sitildiktan

sonra genis uglu bir pipet yardimai ile sivi filitreye aktarilmalidir.
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FITC (Anti-Digoxigenin antibody): Bu kii¢iik molekiil floresan 6zellige sahip olup,
dioksigenin ile kovalent bag olusturan bir antikordur. Kolay bozulma 6zelligine sahip bu
kimyasal, liyofilize haldeyken 1 ml steril saf su icerisinde tamamen ¢ozdurilir. Bu ¢ozelti 30
ul pargalar halinde 0.5 ml mikrosantriifiij tiiplerine paylastirilir ve kullanilincaya kadar -20 °C
sicaklikta koruma altina alinir. Kullanilacagi zaman, bu molekiilii bloke edecek yagsiz siit

tozu (1:10 veya 1:15 seyreltik) kullanilir.

Yagsiz siit tozu: Siit tozundan 5 g alinir 80 ml steril saf su ve 20 ml 20xSSC (salin sodyum
sitrat) icerisinde ¢Ozdiiriiliir. Karistirildiktan sonra, 2 ml plastik tliplere (ependorf) paylastirilir
ve -20 °C’de saklanr.

Formaldehit (%01.1 fosfat bufer (PBS) igerisinde; asit yok): 174 ml steril distile su, 20 ml
10xPBS ve 6 ml asit icermeyen %37’lik formaldehit karistirilarak hazirlanir. Bu ¢6zelti stabil
olmadigindan, kullanilacagi zaman taze hazirlanmalidir. Formaldehit tahris edici ve toksik

Ozelliklere sahiptir. Cozelti ¢ceker ocakta hazirlanmalidir.

Formamide: 200 ml %100 formamid ile 10 gr resin karigtirilir. 1-2 saat iyice karigtirildiktan
sonra filitre edilir ve — 20 °C'de saklanir. Bu kimyasal tahris edici ve teratojen etkiye sahip

oldugundan dikkatli ¢calisilmalidir.

Fosfat buffer solisyonu (PBS, 0.1 M sodium phosphate, pH= 7.0, 1.4 M NaCl): 8.10 g
Na2HPO4.2H20 ve 36.82 g NaCl, 450 ml distile suda ¢ozdiiriilerek birinci soliisyon hazirlanir.
1.56 g NaH2P04.2H,0O ve 8.18 g NaCl, 100 ml distile suda ¢Ozdurilerek ikinci soliisyon
hazirlanir. pH 7.0 olacak sekilde birinci soliisyon iizerine ikinci soliisyon, toplam hacim 500
ml olacak sekilde karigtirllir. Daha sonra otoklavda sterilize edilerek oda sicakliginda

muhafaza edilir.

RNAaz A (100 pg/ml, w/v): 10 mg RNAaz A, 1 ml 10 mM Tris-HCI + 15 mM NaCl
icerisinde ¢Ozdirtliir. 15 dk kaynatildiktan sonra sogumaya birakilir. 2 ml miksantrifii
tiiplerine 20 ul olacak sekilde paylastirilir ve -20 °C’de depolanir. Kullanilacagi zaman 1980
ul 2xSSC buffer eklenir (1:99 seyreltme yapilmis olunur).

Saline sodyum sitrat (20xSSC buffer) : 175.3 g NaCl ve 88.3 g trisodyum sitrat dihidrat,
800 ml distile suda ¢ozdiriiliir. pH 7.0 olacak sekilde 6M HCI eklenir. Distile su ile 1 litreye
tamamlandiktan sonra sterilize edilir ve oda sicakliginda saklanir. Kullanilacagi zaman

gerektigi kadar seyretilir.
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Sodyum dodesil sulfat (SDS; Sodium dodecyl (lauryl) sulphate, 10% w/v) : 10 g SDS 100

ml steril distile suda ¢ozulur, filtreden gegirilir ve oda sicakliginda saklanir.

Tween 20: 2 ml Tween 20, 798 ml steril distile suda ¢ozdurtlur ve 200 ml 20xSSC eklenir ve

oda sicakliginda bekletilir.
3. 2. 3. Bitkilerden kok ucu dokularinin elde edilmesi ve ilk islem

Kok ugclari, petri kaplarinda ¢imlendirilen tohumlardan ve saksilarda yetistirilen ergin
bitkilerden elde edilmistir. Cimlendirme islemi i¢in, 6rneklere ait tohumlar, 9 cm ¢apinda
petri kaplar igerisine yerlestirilmis ¢ift katli ¢imlendirme kagitlar1 arasina 5-6 adet olacak
sekilde serpistirilmistir. Cimlenmenin baglamasi igin, kagitlar uygun miktarda distile su ile
islatilmigtir. Kagitlar kullanilmadan 6nce, sterilizasyon amagli, kaptan fungusiti ile muamele
edilmistir. Petri kaplar1 24 saat laboratuvarda oda sicakliginda muhafaza edildikten sonra, 24
saat soguk (4 °C) bir ortamda birakilmistir. Soguk ortamdan ¢ikartilan petri kaplar1 ¢imlenene
kadar (3-4 giin) karanlik ve 18 °C’de muhafaza edilmistir. Bu asamada petri kaplart her giin
kontrol edilmis ve 1-1.5 cm uzunluga erismis olan kok uclart keskin bir jilet ile kesilerek ya

da pens ile kopartilarak hasat edilmistir.

Ergin bitkilerden kok hasati i¢in; 4-5 adet tohum, ¢imlendirme viyollerine ekilmistir.
Viyollerden elde edilen geng fidelerin her biri 2:1:1 oraninda bahge topragi, torf ve perlit
karisimi igeren kiiciik saksilara ayri ayri transfer edilmistir. Transfer isleminden 4-5 hafta
sonra baslamak tizere iki yil siire ile yilin uygun zamanlarinda (bahar ve sonbahar) belirli
araliklarla bitkiler saksilardan ¢ikartilarak kok ucu hasatlar1 yapilmistir. Ergin bitkilerden kok
ucu hasadi sabah erken saatlerde (8.30-10.30) yapilmustir. ilk kok ucu hasadindan sonra,
bitkiler daha biiylik saksilara sasirtilmistir. Bazen saksi igerisindeki topragin degistirilmesi
yoluna gidilmistir. Bitkiler, kis aylarinda, boliimiimiize ait kontrolsiiz sartlara sahip plastik
sera igerisinde, yilin geri kalan zamanlarinda ise seranin disarisina gikartilmak suretiyle

yetistirilmistir.

Ik islem icin, hasat edilen (rengi canli, geng, hasar gérmemis) kok uclar1 hemen buz
dolu polisistren (kopiik) kaplar icerisinde yerlestirilmis olan ve icerisinde soguk su ya da
kolsisin (colchicin) bulunan kiigiik cam siselere (6 ml) aktarilmistir. Cesitli siirelerde (6, 12,
24 saat) ve +4 °C’de bu sollsyonlarda bekletilen kok uglar1 daha sonra fiksatif sollisyonuna

aktarilimigtir. Burada +4 °C’de 24 saat soguk su uygulamasi ilk islem i¢in daha uygun
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bulunmustur. Ik islem yapilmasinin amact mitoz béliinmeyi durdurmaktir. Bu sekilde mitoz

metefaz kromozomlari bir diizlemde yakalanmis olur.
3. 2. 4. Tespit (Fiksasyon)

[k islemden sonra kiigiik cam siselerin igerisinde bulunan su veya kolsisin uzaklastirilarak
yerine yeni hazirlanmis olan farmer ¢ozeltisi (3 kisim %99’luk etil alkol + 1 kisim glasial
asetik asit) doldurulmustur. Fiksasyon isleminden emin olmak i¢in kisa bir siire sonra fiksatif
tekrar degistirilmistir. Tespit (fikse) edilmis olan kok ucglart 24 saat oda sartlarinda

bekletildikten sonra kullanilacaklar1 zamana kadar +4 °C veya -20 °C'de muhafaza edilmistir.
3. 2. 5. Ezme Preparatlarin hazirlanmasi

Preparat yapiminda kullanilacak olan kok uglari, Farmer solusyonundan ¢ikartildiktan
sonra, 5’er dakika sire ile 3 defa, icerisinde 10 ml 0.01 M sitrat bufer bulunan cam (saat)
kaplarda yikanmustir. Ugiincii yikama isleminden sonra, kok uglari iizerindeki fazla siv1 filtre
kagid1 ile uzaklastirildiktan sonra igerisinde 1 ml enzim solusyonu (20% (v/v) pectinase, 1%
(w/v) cellulase (Calbiochem) vel% (w/v) cellulase Onozuka R-10) bulunan cam kap icerisine
aktarilmis ve 30-90 dakika sure ile 37 °C’de inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesini durdurmak
igin, orneklerin bulundugu cam kap (saat cami) buz dolu kap iizerine konmus, koklere zarar
vermeden enzim pipetlenerek ortamdan uzaklastirilmistir. Akabinde koklerin (zerine sitrat
buffer eklenerek 15 dk bekletilmistir. Kok uglarindaki meristem boélgeleri kok uglarinin geri
kalan kisimlarindan uzaklastirilmistir. Daha sonra meristem bolgesi icerisinde %45’lik asetik
asit bulunan bir baska cam kaba aktarilmis ve stereo mikroskop yardimi ile meristem
bolgesindeki epidermis dokusu ve Kaliptra adi verilen sert tabaka iki adet bocek ignesi
kullanarak uzaklastirilmistir. Kalan epidermis dokusu (beyaz ve opak) bir pastor pipet ile
dikkatli bir sekilde alinarak lam {izerine transfer edilmis ve (izerine bir damla (5-6 pl) %45’lik
asetik asit ilave edilerek klasik ezme yontemiyle preparat hazirlanmigtir. Kullanilan lam ve
lameller etanol ya da asit igerisinde bekletilerek temizlenmis olmalidir. Temizlenmemis lam
ve lamellerin kullanilmasi durumunda lam f{zerindeki hiicreler kismen veya tamamen
kaybolabilir ya da zayif bir hibridizasyon elde edilmesine sebep olabilir. Preparatlar faz
kontrast mikroskop ile hizli bir sekilde kontrol edildikten sonra, ¢ok sayida morfolojisi
diizgiin ve iyi dagilmis mitoz kromozomlu hiicreye sahip olanlar FISH deneylerinde
kullanmak amaciyla buzdolabinda (-86 °C) saklanmaya alinmistir. Yaklagik 2-3 saat sonra

preparatlar buzdolabindan ¢ikartilmis ve donmus preparatin ¢oziinmesine miisade etmeden
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hizlica fakat dikkatli bir sekilde lamel bir jilet yardimiyla lam iizerinden uzaklastirilmistir.
Sonra pastér pipeti yardimi ile -20 °C’de sogutulmus etanol-asetik asit fiksatifi ile lam
yikanmistir. Dikkatli ve kisa dokunuslar ile lam kenarindan, kagit havlu yardimi ile fiksatif
emdirilmis, arkasindan hizlica slayt saf etanolde 15-30 dk bekletilmistir. Daha sonra
preparatlar dik olarak bir gln sureyle oda sartlarinda kurumaya birakilmigtir. Bu sekilde
kurutulmus olan preparatlar FISH i¢in hazirdir. Hemen kullanilmayacak preparatlar kapali
slayt kutularinda oda sicakliginda birkag giin, +4 °C birkag¢ hafta veya -20 °C'de daha uzun
stire saklanabilir. Faz-kontrast mikroskopu ile (X20, X40) taranan preparatlardan, FISH
analizi i¢in uygun olanlar (kromozomlar1 sayilabilen ve tek tabaka halinde yayilmis)

saklanmalidur.
3. 2. 6. Preparatlarin FISH i¢in hazirlanmasi

FISH prosediiriine baslamadan 6nce, lameli uzaklastirilmis ve kurutulmus preparatlar
faz kontrast mikroskopu ile tekrar incelenir ve hiicrelerin hala lam zerinde bulundugundan

emin olunmalidir.

Asagidaki soliisyonlar hazirlandiktan sonra, ornekler RNAaz ve yikama islemlerine tabi

tutulmus, arkasindan hibridizasyon ve denatiirasyon islemleri ger¢eklestirilmistir.

50 ml %1 Formaldehit, 50 ml 1xPBS, 50 ml %70 etanol, 50 ml %90 etanol, 50 ml %100
etanol, 300 ml 2xSSC, 50 ml 0.01 M HCL, 1 ml denatiirasyon solusyonu, 1 ml RNAaz enzimi

3. 2.6. 1. RNAaz muamelesi

Daha 6nce hazirlanan stok ¢ozelti, her slayt lizerine 250 pl/slide olacak sekilde uygulanmastir.
RNAaz ilavesinden sonra slaytin iizerine 24x24 mm plastik lamel (otaklavlanabilir plastik
poset) yerlestirilmis ve 1 saat stireyle 37 °C’de inkiibe edilmistir.

3.2.6.2. 2X SSC yikamasi

Bir saatlik RNAaz uygulamasindan sonra slaytlar inkiibatorden cikarilmis, plastik lameller
forsep ile kaldirildiktan sonra, 3 defa 5’er dakika 2xSSC bulunan kap icerisinde oda

sicakliginda bekletilmek suretiyle yikanmustir.
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3.2.6.3. PBS yikamasi

Slaytlar taze hazirlanmis %1 Formaldehit sollisyonunda 10 dakika kadar bekletilmistir.
Arkasindan slaytlar 1XxPBS sollisyonu bulunan kaba transfer edilmis ve oda sicakliginda 10
dakika kadar bekletilmistir.

3.2.6.4. 2 X SSC Yikamasi

PBS muamelesinden sonra slaytlar oda sicakliginda tekrar 3 defa 5’er dakika 2xSSC

solusyonu ile yikanmaistir.

3.2.6.5. Slaytlarin kurutulmasi

Slaytlar oda sicakliginda 3’er dakika once %70 daha sonra %90 ve %100 ethanol serileri
icerisinde bekletilerek dehidre edilmistir. Ethanol muamelesinden sonra slaytlar oda

sicakliginda yaklagik 1 saat kadar kurutulmaya birakilmistir.

3. 2. 7. Problarin etiketlenmesi

Bu ¢aligmada 2 adet ribozomal DNA probu kullanilmistir. Bunlardan 5S rDNA probu
bugday ribozomal DNA yapisindan elde edilmis pTa794 kolonu olup, PCR ile ¢cogaltilmis ve
dioksigenin-11-dUTP floresan bazi ile isaretlenmistir (Hasterok ve ark. 2004).

Nik translasyon metoduyla ¢ogaltilmis 25S rDNA probu, Aradopsis thaliana bitkisine
ait 25S rDNA kodlama bdélgesinin bir alt Gnitesi olup, 2.3 kb biiyiikliginde Clal
sekanslarindan olusmaktadir. Bu prob tetrametil rodamin-5-dUTP floresan bazi ile
isaretlenmistir. Bu probun sinyal verdigi kromozomal boélgeler, 18S, 5.8S ve 25S rDNA alt
tinitelerini iceren 45S rDNA lokuslarini1 gostermektedir (Jenkins ve Hasterok 2007).

3.2.7.1. PCR metodu ile 5S rDNA probun etiketlenmesi

Bu metod, dairesel veya duz cift veya tek iplikli, 0.2 kb (kisa PCR firiinleri) ile 1-2 kb
(plasmid klonlar1) arasinda biiyiiklige sahip kalip DNA’larin  etiketlenmesinde
kullanilmaktadir. Metot kolay ve giivenilir olup, etiketleme siirecinde yeterli DNA
¢ogalmasina imkan vermektedir. 10-50 ng/50 pl gibi kiiciik DNA miktarlart bu islem igin
yeterlidir. PCR (5S rDNA /pTa794) etiketlemesi i¢in buz iizerine yerlestirilen 0.2 ml PCR
tiipleri i¢in asagidaki karigim hazirlanmistir (Cizelge 3. 3).
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Cizelge 3. 3. 5S rDNA probun etiketlenmesi igin gerekli karisim maddeleri ve miktarlar

Karigim Hacim (ul)
Steril distile su (SDW) 24.5
10x reaksiyon buffer (tag DNA polimeraz igin) 5.00
MgCl; (25 mM) 3.00
dATP (2.5mM) 2.00
dCTP (2.5mM) 2.00
dGTP (2.5mM) 2.00
dTTP (2.5mM) 3.25
Kalip DNA (10 ng/ul i SDW veya EB/TE buffer i¢inde) 2.00
M13 universal sequencing primer ‘forward’ (5pmol/ml) 2.00
M13 universal sequencing primer ‘reverse’ (5pmol/ml) 2.00
Digoxigenin-11-dUTP (1 mM) veya tetramethyl-rhodamine — 5-dUTP (1 mM) | 1.75
Tag DNA polimeraz (5U/ul) 0.50
Toplam hacim 50.00

Hazirlanmis olan karisim (labeling mix) PCR cihaz1 94 °C 1 dk + [94 °C 40 saniye + 55 °C 40
saniye + 72 °C 1 dk] x 35 + 72 °C 5 dk + 4 °C « olacak sekilde programlanarak inkiibe
edilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra karigim tiipli buz ilizerine alinmig ve akabinde
etiketlenmis prob DNA, etanol ¢oktiirme ile saflagtirilmis ve yogunlastirilmistir (asagida

aciklanmistir). Bu yontemle hazirlanan 50 pl karisim 10 slayt i¢in yeterli olmustur.
3.2.7.2. Nick translasyonu ile 45S rDNA probun etiketlenmesi

Nick translasyon metodu, 1 kb (plazmid iiriinleri, baz1 PCR f{iriinleri) ile 20-30 kb
(tipik fragmante edilmis niikleer DNA) arasinda veya 100 kb (BAC klonlar1) boyuta sahip
olan dairesel veya diiz cift iplikli kalip DNA’larin etiketlenmesinde kullanilmaktadir. Bu
metot kolay ve glvenilir olmakla beraber ectiketleme sirasinda DNA kopya sayisi
artirllmadigindan, kullanilacak DNA miktarinin yliksek olmasi gerekmektedir (yaklasik 0.5-
2.0 pg/20 ul). Nick translasyonu ile prob 45S rDNA’in etiketlenmesi igin, buz (zerine
birakilan 0.2 ml PCR tiipleri igerisine asagidaki prob karisimi hazirlanmigtir (Cizelge 3. 4).
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Cizelge 3. 4. 45 S rDNA probun etiketlenmesi igin gerekli karisim maddeleri ve miktarlari

Karigim Hacim (ul)
dATP (0.4 mM; labeling kit tube 2) 2.50

dCTP (0.4 mM:; labeling kit tube 3) 2.50

dGTP (0.4 mM; labeling kit tube 4) 2.50

dTTP (0.4 mM; labeling kit tube 5) 1.67

10x reaction buffer (labeling kit tube 6) 2.00

Kalip DNA (0.5-2.0 ug +SDW veya EB/TE buffer) Max. 6.00
Digoxigenin -11-dUTP (1 mM) veya tetramethyl-rhodamine-5-dUTP (1 mM). 0.83
Enzyme karisim (labeling kit tube 7) 2.00
Gerektigi durumda SDW ilave ederek solusyonun miktar1 20 pl ye tamamlanir 20.00

Hazirlanan karigim pipet ile yavasca karistirildiktan sonra 15 °C’de 60 dakika PCR cihazinda
inkiibe edilmigtir. Bu islem igin PCR cihazinin 6nceden 15 °C’ye kadar isitilmasi
gerekmektedir. Prob karisimi 65 °C'de 10 dk bekletildikten sonra reaksiyon durdurulmus,
karisim igeren tiipler hemen buz iizerine alinmistir. Eger kullanilan floresan boyalar
niikleotitlere direk baglanan tipte iseler tiim islemler esnasinda, boyalarin 1siktan korunmasi
gerekmektedir. Daha sonra asagida aciklandigi sekilde karisim etanol c¢oktirme ile

saflastirilmis ve yogunlastirilmstir.
3. 2.7. 3. Problarin ethanol ile saflastirilmasi ve yogunlastirilmasi

Bu islemde amag, prob DNA’nin etiketlenmesi sirasinda ortamda serbest olarak
bulunan baglanmamis niikleotidleri uzaklastirmak ve problarin yogunluklarini arttirmaktir.
Bunun i¢in etiketlenmis DNA’nin bulundugu tiip igerisindeki karisima, karisim hacminin
1/10’u kadar 3M NaOAc (sodyum asetat) ve 2.5 kat1 kadar 6nceden sogutulmus (-20 °C) olan
%100 ethanol ilave edilmis ve yavasga karistirilmistir. Daha sonra en az 60 dakika -80 °C’de
inklibe edilmistir. Arkasindan karisim 4 °C ve 14 000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edilmistir.
Tip icerisindeki sivi alkol alevinde ucu inceltilmis pastor pipeti ile uzaklastirilmistir.
Akabinde tiipiin dip kisminda bulunan pellet sogutulmus, 50-100 pl %70’lik etanol ile
yikanmistir. Daha sonra yine 4 °C ve 14000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmis ve tip
igerisindeki s1vi Pastor pipeti ile uzaklastirilmistir. Yikama islemi 2 defa daha tekrarlanmstir.

Yikama isleminden sonra tiipiin dibine ¢Oktiriilmiis olan pellet 37 °C’de 15 dakika
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kurutulmustur. Kurutma siiresi fazla uzun tutulmamalidir yoksa pelet ¢ok fazla kurur ve tekrar
¢oziinmesi zorlagir. Kurutma isleminde sonra tiip igerisine 10 pl steril distile su veya daha
uzun sireli saklama icin 1 x EB (elusyon buffer) buffer ilave edilerek pelet -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

3. 2. 8. Denatirasyon ve Hibridizasyon

3. 2. 8. 1. Hibridizasyon solusyonunun hazirlanmasi

Cizelge 3.5’de yer alan solusyonlar yine aymi ¢izelgede belirtilen miktarlarda
karigtirilarak hazirlanmistir. Karisim buz tlizerinde, 1.5 ml mikrosantriifiij tiiplerine aktarilmais,
alt Gst edilerek yavasca karistirilmistir. Daha sonra karisim, 0.5 pl mikrosantriifij tuplerine

pay edilmistir. Solusyonlar 1g1ktan korunmalidir.

Cizelge 3. 5. Hibridizasyon karisiminin hazirlanmasinda kullanilan karisim ve miktarlari

Karigim Miktar/slayt (ul) Son konsatrasyon
100% deionized formamide 20 %50

50% (wi/v) dextran sulfate 8 %10

20 x SSC 4 X2

10% SDS 2 %0.5
Sonicated Salmon Sperm DNA 1 25-100X probe
Probe 1- 25 S rDNA (Tetrametil | X1 75-200ng/slayt
rodamin bagli)

Probe 2 -5 S rDNA (Dioksigenin bagli) | X2 75-200ng/slayt
SDW (steril distile su) Y -

Toplam 40 -

Not: X ve Y i¢in uygun degerler hesaplanir ve toplam hacim 40 ml’ye tamamlanir

Hibridizasyon solusyonu heat blok ile 85 °C’de 10 dakika inkiibe edilmis ve buz (zerinde
1siktan  Korunarak beklemeye alinmistir (6n denaturasyon). Daha sonra hibridizasyon
solusyonu (35 ul/slide) slayt Gzerine uygulanarak Uzeri plastik lamel (24 mm x 24 mm ) ile
kapatilmigtir. Slaytlar nemlendirme saglayan in situ termal cyclere (nem makinasi)
yerlestirilmis ve 70 °C'de 5 dk bekletilmistir. Boylece substrat (hedef) DNA ve prob DNA
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denatiire edilmistir. Slaytlar bir ka¢ parca 1slak havlu kagidi ile nemlendirilmis kapakli bir
kutuya yerlestirilmis ve hibridizasyon igin 37 °C’de 20-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
sire sonunda prob ve substrat DNA’lar1 hibridize olmustur. Denatiirasyon kosullar1 deneysel
olarak belirlenmistir. Bunun i¢in daha énce kromozom materyaline uygulanan enzim suresi
onemlidir. Diisiik sicaklik uygulamasi yeterli denatiirasyonu saglamayabilir. Bu durumda
hibridizasyon sirasinda prob ve substrat DNA’sinin hibridizasyonu olumsuz olarak
etkilenecektir (hibridizasyon gerceklesmeyebilir ya da kismen gercgeklesebilir). Yiiksek

sicaklik ise kromozom biitiinliigiinii bozabilir.
3. 2. 8. 2. Hibridizasyon sonrasi yikama

Hibridizasyon sonrast yikamalarin amaci, hibridizasyon islemi sonunda yeterli
homolojinin olmadig1 bolgelerde yeterince giiclii bir sekilde baglanmamis ya da hibridize
olmamis prob DNA'nin sokiilerek uzaklastirilmasini saglamaktir. Bu agama basarili sekilde
gerceklestirildiginde, spesifik sekans belirleme oraninin %82 veya iizeri oldugu belirtilmistir

(Hasterok 2015). Inkiibasyondan sonra slaytlar asagidaki sirayla yikanmustir.

42 °C’de 2xSSC bufer solusyonu ile plastik lamellerin kaldirilmasi saglanmistir.
42 °C’de iki defa 5’er dakika %15’lik formamide iceren 0.1xSSC solusyonu ile
3 defa 42 °C'de 2xSSC solusyonu ile 3’er dakika

3 defa oda sicakliginda, tekrar 2xSSC solusyonu ile 3’er dakika

TUm yikamalar esnasinda slaytlar 1siktan korunmalidir. Her tekrarda yeni soliisyon

kullanilmalidir.
3. 2. 8. 3. Problarin immiinolojik isaretlenmesi

Slaytlar oda sicakliginda 5 dakika, Tween + 4xSSC solusyonu ile yikanmig ve Uzerlerindeki
fazla prob DNA’lar uzaklastirtlmistir. Her bir slayt izerine 500 ul DNA bloke edici soluisyon
(BSA) uygulandiktan sonra plastik lamel ile tizeri kapatilmis ve oda sicakliginda (karanlikta)
30 dakika inkiibe edilmistir. BSA antikorun daha spesifik olarak baglanmasini saglamaktadir.
Slaytlar Uzerindeki plastik lameler pens ile alindiktan sonra fazla sivi uzaklastirilmis ve her
bir slayt Gizerine 100 pl FITC (anti dioksigenin bagli) uygulanmistir. Slaytlar tizerine plastik

lamel yerlestirmek sureti ile rutubetli ortamda 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Antikor uygulamasindan sonra slaytlar 37 °C‘de 3 defa 10’ar dakika Tween + 4xSSC

solusyonu ile yikanmaistir.
3. 2. 9. Kars1 boyama (Kontrast) ve koruma

Inkiibasyondan sonra, slaytlar %70, 90 ve 100 ethanol serileri ile 1 er dakika yikanmis ve oda
sicakliginda 15-20 dk kurumaya birakilmistir. Her bir slaytal0 pl Vectashield-DAPI
(Vectashield-DAPI mounting-staining medium) soliisyonu uygulanmig ve Uzeri 24 x 24 mm
cam lamel ile kapatilmigtir. Masa {lizerinde iki filtre kdgid1 arasinda lamel iizerine dikkatli bir
sekilde hafif bir basing uygulayarak, Vectashield-DAPI soliisyonunun, lamelin altina iyice
yayillmasi ve fazla solusyonun uzaklastirilmasi saglanmistir. Slaytlar mikroskop ile
incelenmeden Once en az 2-3 saat kadar karanlikta ve 4 °C’de muhafaza edilmistir. DAPI
genel bir DNA boyast olup, kromozomlarm UV 1gik altinda goriinmesine imkan
saglamaktadir. Vectashield ise floresan ozellikteki boyalar1 floresan 1s1ma bozulmasindan

korumakta ve kararliliklarini saglamaktadir.
3. 2. 10. Fotograflarin ¢cekimi ve analizi

FISH prosediriinin tamamlanmasindan sonra; her aksesyona ait kromozomlarin iyi
dagildigi, kromozom morfolojisinin diizgiin oldugu ve FISH bantlarmin agik bir sekilde
gozlenebildigi hiicrelerin fotograflart Olympus BX51 marka epi-floresan mikroskopa bagl
spot CCD dijital kamera ile ¢ekilmistir. Basarili bir FISH caligmasindan sonra, yukarida
belirtilen 6zelliklere sahip fotograflar farkl filtreler araciligi ile siyah beyaz ¢ekilmis (Sekil 4.
1), renklendirilmis (Sekil 4. 2) ve ist iiste getirilerek (Sekil 4. 3) FISH sinyallerinin renkli
gorindigi tek fotograflar elde edilmistir. Bunun icin Epi-floresan mikroskopta sirasi ile
tetrametil rodamin (TRITC) ve Floresan Izotiyosiyanat (FITC) filtreleri kullanilarak sirasiyla
kirmizi ve yesil mikroskop kanallar1 ile resimler ¢ekilmis, son olarak DAPI filitresi ile
kontrast olusturacak mavi resim ¢ekilmistir. Siyah beyaz c¢ekilmis bu resimler Wasabi
programi ile renklendirilmistir. Daha sonra Picture Publisher programi kullanilarak 3 resim
ist iiste getirilerek tek resim elde edilmistir. Uzerinde kolay ¢alisilabilmesi i¢in, bu resimler

TIF (Tagged Image File) veya BMP (Bitmap) formatlarinda kayit edilmelidir.
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Sekil 3. 1. Yesil (a), Kirmuz1 (b) ve mavi (¢) filitre kanallar1 ile g¢ekilmis siyah beyaz Dactylis mitoz
kromozomlari

Sekil 3. 2. Yesil (d), Kirmiz1 (e) ve mavi (f) filtre ile siyah beyaz olarak ¢ekilmis resimlerin Wasabi programi
kullanarak renklendirilmesinden sonraki goriiniigleri

Sekil 3. 3. Wasabi programi ile renklendirilmis resimlerin, Picture Publisher programu ile Ust Uste getirilerek tek
resim elde edilmesi (Diploid Dactylis mitoz kromozomlari {izerinde goriilen yesil sinyaller 5S rDNA genlerinin
bulundugu lokasyonlari, kirmizi sinyaller ise 25S rDNA lokasyonlarini géstermektedir (g))

Bu asamadan sonra her aksesyona ait en iyi fotograflar, ZEN (blue edition, 2012 siiriimii)
programi kullanilarak, aksesyonlara ait kromozomlar, boylarina ve FISH desenlerine gore
teshis edilmis ve homologlar ile eslestirilmistir. Eslesme sonrasi, desenlerin biiytikliik, say1

ve yerlerini belirleyen haploit idiogramlar, Corel Draw Cs6 programu ile ¢izilmistir.

Kromozom iizerindeki yesil (Y) sinyaller 5S rDNA genlerinin bulundugu lokasyonlari,
kirmiz1 sinyaller (K) ise 25S rDNA genlerinin bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir.
Burada sinyal lokasyonlari, sentromerik (S: sentromer ve c¢evresi), telomerik (T: telomer ve
cevresi) ve interkalar (IK: telomer ve sentromer arasi) seklinde belirlenmis, sinyal

biiyiikliikleri (yogunluklar1) ise 1’den 5’ya kadar sayisal degerler verilerek kugclk, orta ve
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biylk seklinde belirlenmistir. Bazi aksesyonlarda ayni kromozom ftizerinde her iki rDNA
sinyali yakin lokasyonlarda gozlemlenmistir. Bu gosterim (5S+25S) veya (K+Y) seklinde
simgelestirilmistir. Kolaylik olmasi agisindan yukaridaki harflendirmeler kullanilarak,
aksesyonlarin karyotip formiilleri olusturulmustur. Ornegin Pl 265568 numarali hispanica
aksesyonunun sinyal dagilimi, 12 sentromerik (10 kirmiz1 ve 2 yesil), 2 interkalar kirmizi ve 6
telomerik ( 2 kirmiz1 ve 4 yesil) seklinde olup, ayn1 zamanda 2 yesil sinyal ayn1 kromozom
gurubu Gzerinde sentromerik alanda 2 kirmizi sinyal ile komsudur. Bu sinyal dagilimi,
12S(10K,2Y)) + 2iK(K) + 6T(2K,4Y) seklinde formile edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Yiiriitiilen bu c¢alismada hasad edilen kok uglart baslangicta soguk su ve kolsisin ile
muamele (pretreatment) edilmistir. Soguk su ile muamele edilen 6rneklerde kolsisin ile
muamele edilenlere gore mitotik indeksin daha yiiksek oldugunun gézlenmesi tizerine kolsisin

uygulamasindan vazgecilmis ve tiim 6rnekler soguk su ile muamele edilmistir.

Bazi aksesyonlarda elde edilen kok uglarinin yeterince boliinen hiicreye sahip
olmamasi nedeniyle yapilan preparatlarda kromozom morfolojisi diizgiin ve dagilimi iyi olan
hiicre elde etme konusunda sorunlar yasanmis ve analizler takson icin elde edilen en iyi
hlcreler tizerinde yapilmistir. Bu nedenle analiz edilen hiicrelerde kromozomlarin yeterince
kisalmamis, iyi dagilmamis olmalar1 ve sitoplazmik kirlilik gibi nedenler lokuslarin tam

lokasyonlarini belirlemeyi zorlastirmistir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan FISH protokolii ile 5S ve 25S rDNA problar1 Dactylis
mitotik kromozomlar1 iizerine basarili bir sekilde hibridize olmus ve genellikle kolayca
gozlenebilecek biiyiikliikk ve yogunlukta sinyaller elde edilmistir. Ancak elde edilen resimler
iist tiste getirilip birlestirildikten sonra hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunda mitotik kromozomlar
Uzerinde sentromer boélgesinin net bir sekilde belirgin olmadigi gozlenmistir. Bu nedenle
yapilan karyotip analizlerinde kromozomlar1 teshis edip homologlar1 ile eslestirmede
sentromer lokasyonunu (kromozomlarin kollarini ayirt etmek) kullanmak miimkiin olmamis
ve sadece kromozom boyu, sinyal sayis1 ve yogunluklari kullanilmistir. idiogramlarda
sentromer lokasyonlar1 gosterilmemis olup, kromozomlar uzunluklarina gore (biiyiikten
kiiglige dogru) siralanarak numaralandirilmis ve FISH sinyalleri, kromozomlarin orta

noktalar dikkate alinarak, hepsi kromozomlarin iist kisimlarinda gosterilmistir.

Sinyal sayi, buyiklik ve gorece lokasyonlari, diploid ve tetrapoliploid Dactylis
aksesyonlar1 igin, 6rnek resim ve haploit idiogramlar kullanilarak asagida ayri basliklar

altinda detaylica gosterilmistir.
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4. 1. Diploid Taksonlara ait Bulgular

4. 1. 1. Dactylis glomerata L. subsp. santai (ABY-Bc 4454-1982U)

ABY-Bc 4454-1982U numarali Dactylis glomerata L. subsp. santai (2n=14)
aksesyonu ortalama 3.79 pg/2C ¢ekirdek DNA igerigi ile bu ¢alismada kullanilan Dactylis

aksesyonlar1 arasinda en kiiglik genomlular arasinda yer almaktadir (Biiylikbasar 2010).

FISH analizi sonrasi aksesyonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii Sekil 4. 1 ve
onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 2’de gosterilmistir. Sekillerden de gériilecegi iizere
aksesyonun 8 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 4'0 25S
rDNA (kirmizi) ve diger 41 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlari
gostermektedir. 25S rDNA genleri taksonun en uzun kromozomunun (1 nolu) sentromer
bolgesi ve en kisa kromozomun (7 nolu) telomer bolgelerinde yer almaktadir. Sentromerik
kirmiz1 sinyal kromozomun ortasina yakin oldugu i¢in konumu bu sekilde kabul edilmistir.
Sekiller incelendiginde taksonun mitotik kromozomlar1 iizerindeki 25S rDNA (kirmizi)
sinyallerinin 5S rDNA (yesil) sinyallerine gore daha biiyiik ve giiglii olduklart goriinmektedir.
Her iki kromozom cifti Gzerindeki 25S rDNA sinyalleri kolayca gorulebilecek kadar buyuk ve
guclu olmakla birlikte 1 nolu kromozom (izerindeki sentromerik sinyalin 7 nolu kromozom
tizerindeki telomerik sinyalden biraz daha biiyiik oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte 4
nolu kromozom (zerindeki telomerik 5S rDNA sinyali kolayca gorilebilecek kadar buyuk ve

guclu iken 2 nolu kromozom Gzerindeki sentromerik 5S rDNA sinyali oldukga kiigiik ve zayif

gorinmektedir.

Sekil 4. 1. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 ABY-Bc 4454-1982U nolu diploid D. glomerata L.
subsp. santai aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
tizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini
gostermektedir. Sar1 oklar (b, ¢) ¢ok kiiglik sentromerik yesil sinyal ¢iftlerini tagiryan kromozomlari
gostermektedir. Beyaz oklar (a, b, c¢) telomer konumlu kirmizi sinyal tagiyan kromozom ¢iftlerini
gostermektedir. Blyiitme cizgileri 10 pum’dir).
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Sekil 4. 2. ABY-Bc 4454-1982U nolu diploid D. glomerata L. subsp. santai aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriiniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini géstermektedir. Blytitme ¢izgisi 1 pum’dir).

Wetschnig (1991) klasik (asetokarmin) yontem ile taksonun karyotip analizini
yapmistir. Yapilmis olan bu g¢alismada taksonun 5 ¢ift metasentrik, 2 ¢ift submetasentrik
kromozoma sahip oldugu ve en biiyiik metasentrik kromozomun blylk bir satellite sahip
oldugu bildirilmistir. Wetschnig (1991) tarafindan belirlenmis olan satellitli kromozomun,
calismamizda sentromere yakin (proximal) bir bolgede 25S rDNA lokusunu tasidigini
belirledigimiz 1 nolu kromozom ile ayn1 kromozom olma durumu yiksektir. Wetschnig
(1991)’in ¢alismasinda telomerik satelitten bahs edilmemistir. Ancak calismamizda 7 nolu
telomerik kirmizi sinyalin satelit iizerinde bulunma olsilig1 yiiksektir. Bu sekilde inaktif satelit

varliklar1 FISH ile belirlenebilmektedir.

4. 1. 2. Dactylis glomerata L. forma galicia (ABY-Bc 6977-1979U)

ABY-Bc 6977-1979U aksesyon numarali diploid Dactylis glomerata L. forma galicia
(2n=14) aksesyonu ortalama 4.27 pg/2C ¢ekirdek DNA igerigi ile bu ¢alismada kullanilan
Dactylis aksesyonlar1 arasinda orta diizeyde genom biiyiikliigiine sahip bir aksesyondur
(Biiyiikbasar 2010).

Floresan in situ hibridizasyon sonrasi taksonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii
Sekil 4. 3 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 4’te sunulmustur. Sekillerden de goriilecegi
uzere taksonun 8 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 4'0 25S
rDNA (kirmiz1) ve diger 4'i 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin bulundugu lokasyonlar
gostermektedir. 25S rDNA genleri taksonun en uzun 2. kromozomunun (2 nolu) sentromer
boélgesinde (distal) ve en kisa kromozomunun (7 nolu) telomer bolgesinde bulunmaktadir. 5S
rDNA genleri ise taksonun 4 (sentromerik bdlge/prosimal) ve 5 (telomer bdlge) nolu

kromozomlari tizerinde yer almaktadir. Sekiller incelendiginde 4 nolu kromozom Uzerindeki
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sentromerik 5S lokusuna ait sinyal hari¢ diger rDNA sinyallerinin biiyiikliigiiniin bir birine
yakin oldugu goriilmektedir. Dort nolu kromozom iizerindeki sentromerik 5S sinyali ise

digerlerine gore daha kiigiik olmakla birlikte goriilebilecek yogunluktadir.

Sekil 4. 3. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 ABY-Bc 6977-1979U nolu diploid D. glomerata L.
forma galicia aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin gériiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
tizerindeki fiziki lokasyonlar: (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Sart oklar kiiciik sentromerik yesil sinyalleri tasiyan kromozom ¢iftlerini
gostermektedir. Buyttme gizgileri 10 um’dir).

1T zZ 3 & 5 6 7

Sekil 4. 4. ABY-Bc 6977-1979U nolu diploid D. glomerata L. forma galicia aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriintisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. BUyutme ¢izgisi 1 um’dir).

Biiyiikbagar (2010) klasik (asetokarmin) yontem ile taksonun karyotip analizini
yapmustir. Yapilmis olan bu galismada taksonun kromozomlarmin diger diploid Dactylis
taksonlarindan  farkli olarak genelde submetasentrige benzediklerini ve  buyuk
kromozomlardan bir giftinin satellit tasidigini gozlemlemistir. Satellit kromozomun bu
calismadaki sentromerik bolgeye yakin bir bolgede 25S rDNA sinyali tasiyan 2 nolu

kromozom olmasi ihtimali yiiksektir.

Dactylis glomerata L. subsp. santai (ABY-Bc 4454-1982U) ve Dactylis glomerata L.
forma galicia (ABY-Bc 6977-1979U) taksonlari rDNA lokus sayisi ve dagilis desenleri

bakimindan bir birine ¢ok benzemektedir. Lokuslarin farkli kromozomlar {izerinde
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gorinmesi; kromozomlarin preparat yapma esnasinda farkli miktarda basinca maruz
kalmalari, dolayisiyla kontraksiyonlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Bu durum, ayni
zamanda sinyallerin lokasyonlar1 arasinda gorece farkliliklar olusmasina da sebep olabilir.
Bununla birlikte, bu kismi farkliliklar taksonlar arasinda ki ger¢ek genetik farkliliklar1 da

yansitiyor olabilir.
4. 1. 3. Dactylis glomerata subsp. himaleyensis (ABY-Bc 5194-1980U)

ABY-Bc 5194-1980U aksesyon numarali D. glomerata L. subsp. himalayesnsis
(2n=14) taksonu ortalama 4.41 pg/2C ¢ekirdek DNA igerigi ile ¢calismada kullanilan Dactylis
taksonlar1 arasinda ortalama biiyiikliikte bir genoma sahiptir (Biiylikbasar, 2010).

FISH analizi sonrasi taksonun mitotik kromozomlariin goriiniisii Sekil 4. 5 ve onlara
ait haploit idiogram Sekil 4. 6’da sunulmustur. Sekillerden de goriilecegi lizere taksonun
kromozomlar1 {lizerinde 8 adet rDNA sinyali belirlenmistir. Ancak analiz edilen 6nceki 2
taksondan farkli olarak, bu takson 6 adet 25S rDNA (kirmizi) ve 2 adet 5S rDNA (yesil)

sinyaline sahiptir.

Idiograma bakildiginda 25S rDNA lokuslar1 taksonun nispeten uzun kromozomlarinin
(1, 2 ve 4 nolu) sentromer bolgelerine yakin bir konumda bulunurken, 5S rDNA lokusu ise en

kiiclik 2. kromozomun (6 nolu) telomerik bolgesine yakin bir bolgede bulunmaktadir.

Sekil 4. 5. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasit ABY-Bc¢ 5194-1980U nolu diploid D. glomerata subsp.
himalayensis aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
izerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini
gostermektedir. Biyutme cizgileri 10 um’dir).
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Sekil 4. 6. ABY-Bc 5194-1980U nolu diploid D. glomerata subsp. himalayensis aksesyonuna ait haploit
idiogramin goriintisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarini géstermektedir. Buy(tme ¢izgisi 1 pm’dir).

Wetschnig (1991), Biiyiikbasar (2010), Falistocco ve Torricelli (2016) Kklasik
(asetokarmin ve feulgen) yontem ile taksonun karyotip analizini yapmislardir. Yapilmis olan
bu c¢alismalarin her iiclinde de taksona ait kromozomlarin sentromerik konumlarinin median
ile submedian arasinda degistigi gozlenmistir. Satellit kromozom sayisi bakimindan ise
yapilmig olan bu c¢aligmalar arasinda farkliliklar bulunmustur. Wetschnig (1991) taksonun
satellit kromozom sayisin1 3 olarak saptamis iken, Biiyiikbasar (2010) taksonun satellit
kromozom sayisin1 2 olarak saptamistir. Falistocco ve Torricelli (2016) ise bu takson igin
satellit kromozom sayis1 belirtmemistir. Taksonun satellit kromozom sayisinin belirlendigi bu
iki caligma arasindaki farkliliklarin, hasad edilen kok uglarinin muamele ve preparat
hazirlamadaki yontem farkliliklart ile kullanilan genotiplerin farkli olmasindan kaynaklanmig
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada sentromerik bolgelere yakin bolgelerde gézlenen
25S rDNA sinyallerini tasiyan kromozomlarin onceki calismalarda belirlenmis satellit

kromozomlar olma ihtimali yuksektir.
4. 1. 4. Dactylis glomerata subsp. lusitanica (ABY-Bc 5562-1973U)

Bu calismada, farkli gen bankalarindan temin edilmis, Dactylis glomerata subsp.
lusitanica taksonuna ait iki (ABY-Bc 5562-1973U, P1 237603) aksesyon bulunmaktadir.

ABY-Bc 5562-1973U numarali D. glomerata L. subsp. lusitanica (2n=14) aksesyonu
ortalama 4.35+0.11 pg/2C ¢ekirdek DNA igerigi ile ¢aligmada kullanilan Dactylis taksonlari
arasinda ortalama biiyiikliikte bir genoma sahiptir (Biiyiikbasar 2010).

FISH analizi sonrasi taksonun mitotik kromozomlariin goriiniisii Sekil 4. 7 ve onlara

ait haploit idiogram Sekil 4. 8’de sunulmustur. Sekillerde goriildiigii Gizere aksesyonun 8
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mitotik kromozomu FISH sinyali tagimaktadir. Bu sinyallerin 6 tanesi 25S (kirmizi) ve 2
tanesi 5S (yesil) rtDNA lokuslarma aittir. Idiogram iizerinde 25S rDNA lokuslar1 1, 2 ve 5
nolu kromozomlarin sentromer bolgelerine yakin bir konumda bulunurken, 5S rDNA lokusu

4. kromozomun telomer bolgesine yakin bir konumda bulunmaktadir. 25S rDNA sinyallerinin

yogunluklarinin birbirine yakin olduklar1 gozlenmistir.

Sekil 4. 7. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast ABY-Bc 5562-1973U nolu diploid D. glomerata subsp.
lusitanica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin gériiniigit ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlari (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Blyitme cizgileri 10 um’dir).

1 2 3 4 5 & 7

Sekil 4. 8. ABY-Bc 5562-1973U nolu diploid D. glomerata subsp. lusitanica aksesyonuna ait haploit
idiogramimin goriiniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarini gostermektedir. Biiylitme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 1. 5. Dactylis glomerata subsp. lusitanica (Pl 237603)

ABY-Bc 5562-1973U nolu Dactylis glomerata subsp. lusitanica aksesyonunda oldugu
gibi P1 237603 nolu Dactylis glomerata subsp. lusitanica aksesyonununda da 8 adet FISH
sinyali sayilmstir (Sekil 4. 9 ve 4. 10). Diger lusitanica aksesyonunda oldugu gibi sinyallerin
6 tanesi 25S (kirmiz1) ve 2 tanesi 5S (yesil) rDNA lokuslarina aittir. Benzer sekilde Pl 237603
numarali aksesyon 1. kromozomu Uzerinde interkalar lokasyonlu ve 2. kromozomunun

Uzerinde sentromerik lokasyonlu (ortaya ¢ok yakin) kirmizi sinyal tasimaktadir. 3. kirmizi
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sinyal farkli olarak 4. kromozom Uzerinde sentromer lokasyonlu (tam orta) goriilmiistiir. Yesil

sinyal 6. kromozom uzerinde, ABY-Bc 5562-1973U numarali aksesyonda oldugu gibi

telomerik fakat daha yogun goziikkmektedir.

Sekil 4. 9. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 237603 nolu diploid D. glomerata subsp. lusitanica
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar tizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini gostermektedir.
Buyutme cizgileri 10 pm’dir).

Sekil 4. 10. Pl 237603 nolu D. glomerata subsp. lusitanica aksesyonuna ait haploit idiograminin goriiniisii
g p y p g g
(Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. BuyUtme ¢izgisi 1 pm’dir).

Yapilan FISH analizi sonucunda her iki lusitanica aksesyonunda gozlenen rDNA
lokus sayist ve dagilimi ¢ok benzer bulunmustur. Her iki aksesyonda da 25S lokuslarinin
sentromere yakin, 5S lokusunun ise telemore yakin bir konumda oldugu gdzlenmistir. ki
aksesyonun rDNA lokasyonlar1 ve gorece yogunluklari arasinda gozlenen kiigiik farkliliklarin
ise preparat hazirlama esnasinda kromozomlarin farkli basing ve muamelelere maruz
kalmasindan ya da bu bolgeler bakimindan aksesyonlar arasindaki gercek kromozomal

farkliliktan kaynaklanabilir.
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4. 1. 6. Dactylis glomerata subsp. lobata (Pl 283242)

PI 283242 numarali Dactylis glomerata L. subsp. lobata (2n=14) aksesyonu ortalama
4.94 pg/2C ¢ekirdek DNA igerigi ile ¢alismada kullanilan diploid Dactylis aksesyonlari
arasinda en biiyiik genoma sahip olanlar arasinda yer almaktadir (Biiylikbasar 2010).

FISH analizi sonrasi taksonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii Sekil 4. 11 ve onlara
ait haploit idiogram Sekil 4. 12’de gosterilmistir. Sekillerden de goriilecegi iizere Dactylis
glomerata subsp. lobata kromozomlar1 8 adet rDNA FISH sinyali tasimaktadir. FISH
sinyallerinin 6 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve diger 2 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bdlgelerinin
(lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. Diger taksonlarda oldugu gibi bu taksonda da

258 lokuslar1 sentromere yakin, 5S lokusu ise telemore daha yakin bir konumda goézlenmistir.

Sekil 4. 11. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 Pl 283242 nolu diploid D. glomerata subsp. lobata
taksonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini gostermektedir.
Biyutme ¢izgileri 10 pm’dir).

1 2 3 4 5 [

Sekil 4. 12. Pl 283242 nolu diploid D. glomerata subsp. lobata aksesyonuna ait haploit idiogramin goriiniisii
(Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. Blyitme ¢izgisi 1 um’dir).

128



Dactylis glomerata L.subsp. lobata mitotik kromozomlari iizerinde bulunan rDNA
sinyallerinin say1 ve dagilisi, Dactylis glomerata L. subsp. lusitanica ve Dactylis glomerata L.
subsp. himaleyensis taksonlar1 ile olduk¢a benzer gérinmektedir. Bu bulgular himaleyensis,
lusitanica, ve lobata taksonlarinin filogenetik olarak diger taksonlara (Dactylis glomerata L.
subsp. santai ve Dactylis glomerata L. subsp. forma galicia) nazaran daha yakin olduklarini,
dolayisiyla genom yapilarinin birbirine benzer olduklarini gostermektedir. Tabi bu durumun
net bir sekilde agikliga kavusturulmasi i¢in daha ¢ok sayida ornekle tekrar edilmesi

gerekmektedir.

4. 1. 7. Dactylis glomerata subsp. mairei (ABY-Bc 6106-1975U)

ABY-Bc 6106-1975U numarali diploid Dactylis glomerata L. subsp. mairei (2n=14)
aksesyonu ortalama 3.74 pg/2C ¢ekirdek DNA igerigi ile ¢alismada kullanilan diploid
Dactylis aksesyonlari arasinda en kiigiik genomlular igerisinde yer almaktadir (Biiyiikbasar
2010). Bununla beraber galisilan diploidler i¢inde en fazla sinyal bulunduran aksesyondur. Bu
aksesyon analiz edilirken problar ters isaretlenmistir. 25S rDNA probu yesil ve 5S rDNA
probu ise kirmizi igaretlenmistir. Bu sekilde problarin lokasyon ve boya durumlari ile olan

iligkileri karsilastiriimaktadir.

FISH analizi sonrasi taksonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii Sekil 4. 13 ve onlara
ait haploit idiogram Sekil 4. 14’de sunulmustur. Sekillerden de goriilecegi lizere aksesyonun
10 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 6’s1 25S rDNA (yesil)
ve 4% 5S rDNA (kirmizi) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir.
Bununla birlikte FISH analizinde kullanilan preparatlarda yer alan hiicrelerde kromozomlarin
morfolojisi ve dagilimi ¢ok iyi olmadigr igin lokuslarin kromozomlar iizerindeki
lokasyonlarini net olarak gézlemek miimkiin olmamistir. Ancak ¢ogunun telomerik konumlu
oldugu s6ylenebilir. Bu aksesyonun bir ¢ift kromozomu kirmizi ve yesil (K+Y) sinyalleri ayni
kromozom kolu tizerinde birlikte tasimaktadir. Bu durum bu kromozom ile diger bir
kromozom arasinda par¢a degisimi (translokasyon) ihtimalinin yiiksek oldugunu gdsteren bir
isaret olarak kabul edilebilir. Bu degisim genom iginde veya baska genomlar arasinda (farkli

diploid) gerceklesmis olabilir.
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Sekil 4. 13. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1t ABY-Bc 6106-1975U nolu diploid D. glomerata L.
subsp. mairei aksesyonuna ait mitotik kromozomlarmn gériiniigii ve rDNA lokuslariin kromozomlar
tizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 5S ve yesil sinyaller 25S rDNA bdlgelerini
gostermektedir). Sar1 oklarm belirttigi kromozomlar her iki rDNA sinyalini (5S+25S) ayn1 kolda
tagimaktadir. Beyaz oklar interkalar zayif yesil (25S rDNA) sinyalleri gostermektedir. Blyitme
cizgileri 10 pm’dir).

1 2 3 4 5 &

Sekil 4. 14. ABY-Bc 6106-1975U nolu diploid D. glomerata L. subsp. mairei aksesyonuna ait haploit
idiogramin goriintisii (Kirmiz1 sinyaller 5S rDNA, yesil sinyaller 25S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarim1 gostermektedir. 6 nolu kromozom her iki (5S+25S) sinyalide
tagimaktadir. Blyitme ¢izgisi 1 um’dir).

Borrill ve Lindner (1971), Amirouche ve Misset (2007) mairei taksonunun dar
cografik alanlarda yayilis gosterdigini ve endemik oldugunu belirtmislerdir. Mintzing
(1991)’in asetokarmin ile yaptigi karyotip ¢alismasinda da diploid mairei ¢alisilan diger biitiin
diploitlerden farkli kromozomal 6zellikler sergilemistir. Izoenzim analizi (Lumaret 1988),
fenolik bilesik analizi (Ardouin ve ark. 1985), bu taksonun diploid santai, smithii ve
woronowii ile akrabaliginin oldugunu goéstermektedir. Cografik calismalara gore de diploid
santai ve mairei Akdeniz iklim gurubunda yer almaktadir (Stebbins ve Zohary 1959, Lumaret
1988). FISH analizi sonuglar1 da bu taksonun genetik olarak diger diploidlerden farklilastigini
dogrular niteliktedir. Ayn1 zamanda FISH sonuglarina goére diploid santai ve mairei
genomlarinin tasidigi rDNA say1, dagilim ve lokuslar1 farkli ¢ikmistir. Bu bulguya dayanarak

iki takson aras1 bir genetik farklilasma olup olmadig: aragtirilmalidir.
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4.1. 8. Isimsiz diploid aksesyonlar

Calismada FISH analizi yapilan, ancak tohumlarin alindigi merkezlerin sistematik
adlandirmasimi yapmamis oldugu, GRA 712\8 (84) ve 87 nolu 2 diploid aksesyon

kullanilimistir.

GRA 712\8 (84) numarali diploid (2n=14) aksesyon ortalama 4.91 pg/2C cekirdek
DNA igerigi ile ¢alismada kullanilan diploid Dactylis aksesyonlari arasinda en bilylik genoma
sahip olanlardan birtanesidir (Biiyiikbasar 2010).

FISH analizi sonrasi aksesyonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii Sekil 4. 15 ve
onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 16’da sunulmustur. Sekillerden de goriilecegi iizere
aksesyonun 8 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 6 tanesi 25S
rDNA (kirmizi) ve diger 2 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu
lokasyonlar1 gdstermektedir. 25S rDNA bolgeleri aksesyonun biiyiikk kromozomlarinin
sentromere yakin bolgelerinde, 5S rDNA bolgesi ise aksesyonun en kiiciik ikinci
kromozomunun telomere yakin bir bdolgesinde bulunmaktadir. Sekiller incelendiginde
aksesyonun mitotik kromozomlar1 tizerindeki 25S ve 5S rDNA sinyallerinin hemen hemen
esit ve kolayca goriilebilecek biiyiikliikte olduklar1 dikkati cekmektedir. Bu sinyal 6zellikleri
ile aksesyon, lobata, lusitanica ve himaleyensis aksesyonlarina benzer genom 6zellikleri

gostermistir. Diger aksesyonlara nazaran bu aksesyonda sinyal yogunluklar1 daha net ve

kismen daha yogun goziikmektedir.

Sekil 4. 15. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast GRA 712\8 nolu diploid aksesyona ait mitotik
kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar
(Kirmizi sinyaller 258 ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini gostermektedir. Buyutme gizgileri
10 um’dir).
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Sekil 4. 16. GRA 712\8 nolu diploid aksesyona ait haploit idiogramin goriiniisii (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA,
yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini gdstermektedir. Blyttme
cizgisi 10 um’dir).

FISH analizi sonras1 87 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii Sekil 4.
17 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 18’de gosterilmistir. Sekillerden goriilecegi tizere
aksesyonun 10 mitotik kromozomu FISH sinyali tagimaktadir. FISH sinyallerinin 6 tanesi 25S
rDNA (kirmizi) ve diger 4 tanesi 5S rDNA (yesil) gen boélgelerinin (lokus) bulundugu
lokasyonlar1 gostermektedir. Aksesyonun bir ¢ift kromozomu (3. kromozom), kirmizi ve yesil
sinyalleri birlikte sentromer bolgesine yakin bir bolgede tasimaktadir. Diger yesil sinyal ise
bulundugu kromozomun (1 nolu) telomerik bolgesinde yer almaktadir. Bu kromozom
tizerindeki yesil sinyal diger kromozom tizerindeki yesil sinyale gore daha biyuktur. Kirmizi
sinyallerden 4’0 sentromere ¢ok yakin (proksimal), 2 tanesi ise ise nispeten sentromerden

daha uzakta (interkalar lokasyonlu) bulunmaktadir. Kirmizi sinyaller yesil sinyallerden daha

yogun gorinmektedir.

Sekil 4. 17. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi 87 nolu diploid aksesyona ait mitotik kromozomlarin
goriiniisii ve tDNA lokuslarinin kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S
ve yesil sinyaller 5S rDNA lokasyonlarmi gostermektedir. Sar1 oklar (a, c¢) ile gosterilen
kromozomlar her iki rDNA sinyalini yakin lokasyonlarda tasimaktadir. Biiylitme c¢izgileri 10
um’dir).
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Sekil 4. 18. 87 nolu diploid aksesyona ait haploit idiogramin goriiniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA ve yesil
sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini gostermektedir. 3 nolu kromozom
her iki sinyalide yakin konumlu tagimaktadir. Bilyiitme ¢izgisi 1 pm’dir).

Sinyal sayilari esit olan mairei (ABY-Bc 6106-1975U) ve 87 numarali aksesyonlar, bu
sinyallerin lokasyon dagilimlart bakimindan farkliliklar gostermektedir. Mairei genomunda
sinyaller ¢ogunlukla kromozom uglarina yakin (telomerik) iken, 87 numarali aksesyon
genomunda sinyaller daha ¢ok ortaya (sentromerik) yakin konumlu bulunmustur. Bu durum
genom icinde kromozomal (translokasyon) veya genetik degisiklikler ile iliskilendirilebilir.
Yani sira bu iki aksesyonun diger diploidlere benzer bazi sinyal 6zellikleri gostermeleri, bu
iki aksesyonun diger diploidler ile genetik bir iligkilerinin olabilecegini de gostermektedir.
Ayrica bu iki aksesyonun sinyal dagilimlarinin farkli olmasi, farkli lokus oOzellikleri

gostermeleri diploid genomlarin degisim igerisinde olduguna kanit olarak gdésterilebilir.

4. 1. 9. Diploid taksonlarin karsilastirilmasi

Caligilan tiim diploid taksonlarin kromozom sayisi 2=14 olarak belirlenmistir.
Aneupoliploidiye veya B kromozomlarina rastlanmamigtir. Aksesyonlarin kromozom
morfolojileri ¢ok belirgin olmamakla beraber, bazi resimlerde kromozom yapilar1 hakkinda
fikir sahibi olunabilmektedir. Kromozomlarin genellikle metasentrik veya submetasentrik
(¢ogunlukla) goriintii verdikleri gézlenmistir. Bazi kromozomlarda biiyiik satellit, bazilarinda
ise kuguk satellit varliklar1 goriilmistiir. Genel olarak tiim aksesyonlarda kromozomlar benzer
yapilar gdstermistir. Sentromer lokasyonlarinin net olarak belli olmamasi nedeniyle, FISH
sinyallerinin kromozomun hangi kolunda (uzun/kisa) bulundugunu sdéylemek miimkiin
olmamistir. Buna ¢k olarak bazi takson ve aksesyonlarin kok uglar1 kullanilarak yapilan
preparatlarda hicre icerisinde bulunan kromozomlarin morfolojilerinin ve dagilimlarinin
yeterince iyi olmamasi nedeniyle bazi durumlarda sinyallerin lokasyonlarini net olarak

belirlemek mimkin olmamustir.
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Coziinirligi yiksek resimler dikkatli bir sekilde analiz edildiginde, diploid Dactylis
aksesyonlarinin genel olarak 3 tip kromozom yapisi gosterdiklerini s6ylemek mimkindir. Bu
ayrim kromozomlarin bir bogum noktasi veya iki bogum noktasi tasimalarina ve bogumlardan
sonra gelen kol uzunluklarina gore degismektedir. Tek bogum noktasina bagli metasentrik
veya submetasentrik kromozomlar ¢ogu durumda ayirt edilmektedir. Ancak sekonder bogum
bulunduran tgunci kromozom tipi ¢ogu durumda ayirt edilememektedir. Sinyal tasiyan
kromozomlarda ayni yapilar1 sergilemislerdir. Bu gibi sebeplerden dolay1 aksesyonlara ait
daha kapsamli karyotipler yapmak sikintili olmustur. Ozellikle iki bogumlu yapilarda
sinyaller bazen orta noktaya ¢ok yakin bazi durumlarda ise biraz uzak ¢ikmistir. Bu gibi
belirsizlikler g6z Oniinde bulundurularak ve karisikligi engellemek igin, sinyaller
kromozomlarin orta noktalarma gére konumlandirilmistir. OIgii olarak orta noktaya yakin
olanlar sentromerik, biraz uzak olanlar interkalar alinmistir. Kromozom uglarinda olan veya

uclara yakin olanlar ise telomerik lokasyonlu kabul edilmistir.

Diploid Dactylis aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA sinyal sayi, dagilim ve
lokasyonlari, Cizelge 4. 1’de verilmistir. Ribozomal DNA (5S ve 25S) FISH sonuglarina gére
9 diploid aksesyon toplam sinyal sayilarina gore iki guruba ayrilmistir. Dactylis glomerata L.
forma galicia, D. g. subsp. santai Stebbins & Zohary, D. g. subsp. lusitanica Stebbins &
Zohary (ABY-Bc 5562-1973U), D. g. subsp. lusitanica (Pl 237603), D. g. subsp. lobata, D.g.
subsp. himaleyensis ve 84 (isimsiz) aksesyonlarin diploid genomlarinda toplamda 8 adet 5S
ve 25S rDNA FISH sinyali sayilmistir. D. g. mairei ve 87 numarali aksesyonlar ise diploid
genomlarinda toplamda 10 adet FISH sinyali gostererek ikinci bir gurubu olusturmustur
(Cizelge 4. 1).

Birinci gurubu olusturan aksesyonlar ise, kirmizi (25S rDNA) ve yesil (5S rDNA)
sinyal dagilimlarima gore 2 alt guruba ayrilmistir. Bunlardan subsp. galicia ve santai
aksesyonlar1 diploid genomlarinda, 4 adet kirmiz1 ve 4 adet yesil sinyal tasimaktadir. Bu iki
aksesyonda gozlemlenen bir c¢ift kirmizi sinyal lokasyon farklihg g6z Oniinde
bulundurularak, iki farkli sinyal karyotipi yazilabilir. Bu sinyaller lokasyonlara,
2S(Y)H2IK(K)+4T(2K,2Y) veya 4S(2Y,2K)+4T(2Y,2K), seklinde dagitilabilir. Bu sonuglara

gore santai ve galicia taksonlar1 ¢ok benzer sinyal yapilari sergilemistir.

Ikinci alt grubu lusitanica, lobata, himaleyensis ve isimsiz (84) aksesyonlari
olusturmustur. Bu aksesyonlarin sinyal dagilimi 6 kirmizi, 2 yesil seklindedir. Bu

aksesyonlarda goriilen sinyaller lokasyonlara, 4S(K)+2iK(K)+2T(Y), seklinde dagitilabilir.
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5S ve 25S rDNA FISH sinyal bulgularina gore diploid lusitanica, lobata, himaleyensis ve 84
nolu aksesyonlarin ortak kokene sahip olma olasiliklar1 ¢ok yiiksektir. Sayisal olarak 9 diploid
aksesyondan 5’inin bu sinyal say1 ve dagilimini1 géstermesi, bu gurub diploidlerin daha yaygin

olduklar1 anlamina gelmektedir.

Sinyal say1 ve dagilimina gére mairei ve 87 numarali aksesyon 3. bir gurubu
olusturmustur. Her iki aksesyon 4 adet 5S rDNA ve 6 adet 25S rDNA olmak Uzere toplamda
10 sinyal varhigi gostermistir. Ancak bu sinyallerin lokasyonlara dagilimlar1 onemli
farkliliklar ~ gostermektedir. Ornegin mairei telomerik konumda cift sinyal (K+Y)
bulundururken, 87 numarali aksesyon sentromerik konumda ¢ift sinyal (K+Y)
bulundurmaktadir. Lokasyon farkliliklar1 dikkate alindiginda, Dactylis genomlarinda, genom
ici degisikliklerin oldugu, bu degisikliklerin sentromerik ve telomerik alanlar arasinda oldugu
sOylenebilir. Yanisira bu iki genomda sinyal tasiyan kromozomlarin, 8 adet sinyal tagiyan
genomlardaki kromozomlara benzemeleri, yine baz1 sinyal lokasyon dagilim benzerlikleri, bu
iki gurup arasinda genetik bir bag oldugunu gostermektedir. Serbest hibridizasyon sonrasi,

degisen cografik kosullara bagli olarak bu sekilde kismen farkli genotipler olusmus olabilir.

Diploid taksonlar icin Cizelge 4. 1 incelendiginde toplam sinyal sayisinin 8 ve 10
oldugu, 25S rDNA sinyal sayisinin 4 ve 6, 5S rDNA sinyal sayisinin ise 2 ve 4 oldugu
gorilmektedir. Burada 25S rDNA lokasyon sayisinin 5S rDNA lokasyon sayisindan daha
fazla oldugu anlagilmaktadir. Bu durum poliploidizasyon sonrasi tetrapoliploidlerde, 25S
rDNA bdlgelerinin sayica daha fazla olmasinin nedenlerinden biri olarak goriinmektedir.
Diploid 6rneklerin neredeyse tamaminda (mairei harig) ortak nokta, telomerik yesil sinyalin
varlig1 ve benzer yogunluklar gostermesi olmustur. Bu diploid 6rnekler i¢in ortak bir genetik
isaret olarak kullanilabilir. 5S ve 25S rDNA sayilarinda gozlemlenen ¢esitlilik, hibridzasyon,
kromozomlarin yeniden diizenlemeleri, esit olmayan krossing over veya gen degisimleri gibi

olaylar sonucunda olusmus olabilir (Wolny ve Hasterok 2009).

Lokasyon olarak her iki sinyal ¢esidi, sentromerik (sentromer ve gevresi), telomerik
(telomer ve cevresi) ve interkalar (sentromer ve telomer arasi) seklinde bir ¢esitlilik
gostermistir. Bu lokasyonlardan sentromerik ve telomerik lokasyonlar cogunluktadir. Bununla
beraber yesil sinyaller ¢ogunlukla telomerik, kirmizi sinyaller ise ¢ogunlukla sentromerik
pozisyonlu gozlemlenmistir. Resimlerin bazilarinda bu lokasyonlarin sekonder yapilara yakin
olduklar1 gozlemlenmistir. Bu bilgilerden hareketle, lokasyonlar arasi sinyal degisimleri

oldugu veya diploid genomlar arasinda kromozomal gegisler oldugunu soyleyebiliriz. Yani
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sira biitiin aksesyonlarin sinyalleri 4 adet kromozom iizerinde gozlemlenmistir. Bu durum
sinyal degisimlerinin veya kromozomal gegislerin belirli kromozomlar ile iligkili olabilecegini

gOstermektedir.

Sinyal yogunluklar1 yaklasik olarak kicuk, orta ve buyuk olarak bir ¢esitlilik
gostermistir. Genellikle kirmizi sinyallerin yesillerden daha yogun olduklari, terminal
durumlu yesil sinyallerin de diger yesil sinyallerden daha kuvvetli olduklar1 goriilmiistiir.
Fakat bazi durumlarda resimlerdeki arka fon kirliligi, kromozomlarin st iiste gelmesi,
kromozomlarin ayni netlikte gorintiye sahip olmamasi gibi nedenler; bazi durumlarda
yogunluk farkliliklarin1 belirlemeyi veya sinyal sayimini zorlagtirmistir. Bu yiizden sinyal
yogunluklar1 arasindaki kiigiik farkliliklarin dikkate alinmamasina dikkat edilmis ve
analizlerde sadece net yogunluk farkliligi gosteren sinyallere gore degerlendirme yapilmuistir.
Bazi resimlerde yogunlugu ¢ok kiiciik yesil veya kirmizi sinyalleri belirlemek zor olmustur.
Bu sonuctan hareketle IDNA gen yapilarinda degisimler olabilecegi, boylece yeni sinyallerin
olusabilecegi sdylenebilir. Bunun yanisira bazi tekrar sayis1 az olan, ¢ok kiicik rDNA sekans

bolgelerinin belirlenmesi icin, FISH analizinin daha hassas bir sekilde yapilmasi gerekebilir.

Diploid taksonlar sinyal sayilarina gore 2 ve dagilimlarina gore ise 3 gurup 6zelligi
gostermistir. Bu guruplar kendi i¢lerinde ve aralarinda 6nemli benzerlikler ve farkliliklar
sergilemistir. Cografik engellerin olmadigi, diploid taksonlarin aralarinda serbestce
tozlastiklar1 hesaba katilirsa (Stebbnis ve Zohary 1959), diploidlerin ortak bir ataya sahip
olma durumlan yiiksek goériinmektedir. Ozellikle biitiin diploidlerde benzer telomerik yesil
sinyal bulunmasi, kromozomlarin benzer yapilar gostermeleri, farkli sayida sinyal tasiyan
aksesyonlarda; sinyal bulunduran lokasyonlarin benzer olmalar1 bu diisiinceyi
guclendirmektedir. Yine subsp. mairei taksonunda 2 c¢ift telomerik yesil sinyal bulunmasi, bu
taksonun ge¢misinde otopoliploidizasyon veya cesitli hibridizasyon olaylar1 olabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte bu yesil sinyaller aras1 yogunluk farki bulunmasi genom igi
degisimlerin de olabilecegini gdstermektedir. Buna ragmen 87 numarali aksesyonda sadece
bir ¢ift telomerik yesil sinyalin olmasi, cinsin dinamik veya kademeli bir genetik degisim
stireci gecirdigini gostermektedir. Ancak sinyal say1r ve dagilimlarinin farkli guruplar
olusturmasi, gurup i¢i bile 6nemli sinyal karyotip farkliliklari, cinsin evriminde genetik kdken
olarak bir catallagma oldugunu veya cinsin iireme iliskilerinin degistigini gostermektedir.
Ozellikle mairei genomunda goriilen farkliliklar yeni bir tiiriin isaretleri olabilir. Bu farkli

diploid genotipler farkli sekillerde tetrapoliploid genotiplerin yapisina katilmis olabilir.
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Cizelge 4. 1. Diploid Dactylis aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA sinyal say1, dagilim ve
lokasyonlari

Sinyal Ozellikleri
Aksesyon No 55 255
Aksesyon Adi Y Toplam | fDNA | DNA | 530S Lokasyon
s iK T
D. g. L. subsp. ABY-Bc
santai 4454-1982U 8 4 4 - 42K2Y) | - | 4K 2Y)
ABY-Bc 6977-
D. ggaLﬁ Csi:bSp' 1979U 8 4 4 - 2Y 2K | 42K, 2Y)
D.a. L subso. | ABY-Bc5194-
hir?waleyensig 1980U 8 2 6 aK 2K 2Y
ABY-Bc 5562-
D. g. L. subsp.
lusitanica 1973U 8 2 6 - 4K 2K 2Y
P1237603
[7- g. subsp. 8 2 6 - 4K 2K 2y
usitanica
P1283242
D. 9. subsp. 8 2 6 4K 2K 2y
Lobata
. GRA 712\84
Isimsiz 8 2 6 4K 2K 2Y
ABY-Bc 6106-
i 19750 10 4 6 2 ‘ 2Y | BUK.4Y)
- 87
isimsiz 10 4 6 2% 6(4K,2Y) | 2K 2Y

S:Sentromerik, T:Telomerik, IK: interkalar, K:kirmiz1, Y:yesil *= Homolog kromozomlarin iizerinde her iki
rDNA boélgesi (5S+25S) mevcuttur.

Morfolojik ve cografik farkliliklara dayanilarak, genellikle diploid Dactylis
varliklarinin iki alt guruba ayrildiklar1 gériinmektedir. Bazi arastiricilar iki gurup tiyelerinden
bazilarinin gegis Ozellikleri gosterdiklerini belirtmislerdir (Borill 1977, Lumaret 1988,
Falistocco ve Torricelli 2016). Lumaret (1988), Falistocco ve Torricelli (2016)’nin
calismalarina gore, bu tez ¢alismasinda kullanilan, lobata (aschersoniana), himaleyensis,
lusitanica ve galicia (Galician type) Avrasya gurubunda, santai ise Akdeniz gurubunda yer
almaktadir. iklim tiplerine gore yapilan guruplandirmalar net olmamakla beraber; galicia,
santai, mairei Akdeniz, lobata, himaleyensis ve lusitanica ise iliman iklim tipleri ile
iliskilendirilmistir (Stebbins ve Zohary1959). Iklim tipi gurublari ile FISH gurublari biiyiik
benzerlikler gostermektedir. Ancak mairei Akdeniz iklim gurubunda olmasina ragmen rDNA
FISH 6zellikleri, galicia ve santai gurubundan 6nemli derecede farkliliklar gostermistir. Fakat

santai, galicia ve mairei’nin 4 adet 5S rDNA (yesil) sinyali tagimalari, bu {i¢ diploid aras1 bir
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filogenetik iliski olabilecegi anlamia gelebilir. Iliman iklim gurubunda olan himaleyensis,
lobata ve lusitanica rDNA FISH 6zellikleri bakimindan ayni guruba girmislerdir.

Wetshching (1991)’e gore 11 diploit takson somatik kromozom 6zelliklerine gore 3
farkli guruba ayrilmistir. Bu guruplamada, himaleyensis farkli, lusitanica ve santai ise farkli
bir gurupta yer almiglardir. Ayni ¢alismada mairei taksonunun higbir guruba girmeyecek
kromozomal farkliliklar gosterdigi eklenmistir. Ancak arastirmaci g¢alismasinda, lobata
taksonunu kullanmamistir. Eger lobata ve aschersoniana ayni takson ise, bu taksonuda baska
gurupta gostermistir. Caligmamizda lobata ve lusitanica ayni gurupta yer almislardir.
Lusitanica ve santai ise ayni sayida sinyal ve benzer lokasyon 6zellikleri gostermistir. Fakat
sinyal dagilimlar1 farklilik gostermistir. Yukaridaki ¢alismada oldugu gibi mairei taksonu

diger diploidlerden farkli FISH sinyalleri gostermistir.

Falistocco ve Torricelli (2016)’ya gore ise 9 diploid takson kromozom 6zelliklerine
gore aym karyotip formiiliine sahip bulunmus, hepsi tek gurupta degerlendirilmistir. 5S ve

25S rDNA FISH calismasinda diploidler farkli guruplar olusturmustur.

Biiyiikbasar (2010)’a ait ¢alismada, diploid Dactylis 6rnekleri 2C-DNA icerikleri
bakimindan taksonlar i¢i ve arasi varyasyon gostermis, fakat bu varyasyonun stireklilik
gosterdigi yani ¢ok biiylik dalgalanmalar gdstermedigi sdylenmistir. Bu veriye dayanarak
diploidler arasinda yiiksek derecede eslesme oldugu, tiirlesme olacak kadar diploidlerin
genetik olarak degismedigi sdylenmistir. Ayni ¢alismada ¢ok sayida diploid aksesyonun
kromozomal yapilari, asetokarmin boyama yontemi ile c¢alisilmistir. Caligmada satelit
yapilarin say1 ve morfoloji olarak farkliliklar sergiledikleri, bu durumun kromozom
morfolojilerini belirlemeyi ve karsilagtirmalarinda sikintilar olusturdugu sdylenmistir. Ayni
zamanda ayni taksona ait farkli aksesyonlarda karyotiplerin degisebildigini sdylemistir. Bu

nedenle herhangi bir siniflandirma yapmay1 uygun bulmamustir.

Stewart ve Ellison (2015)’e ait calismada, 18 diploid takson g¢ekirdek ITS (Internal
transcribed spacer) sekans mutasyon durumlara gore filogenetik olarak arastirilmistir. Bu
calisma sonucunda diploidler 3 biiyiik guruba ayrilmistir. Calisma sonuglarina gore cins ¢ok
eski zamanlarda altaica gibi bir tiirden kdken almis olup, sonra c¢atalasmalar gostermistir.
Yine Kanarya adalar1 diploid 6rneklerinin iki koldan kdkenlendigi sonucuna varilmigtir. FISH
caligmalar1 sonucu elde ettigimiz 3 gurup, bu ¢alisma sonuclarindaki guruplar ile benzerlik

gostermemistir. FISH guruplarinda calisilan taksonlar, c¢ekirdek ITS guruplarindakilerden
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farkli dagilimlar gostermislerdir. Ornegin FISH calismasinda farkli guruplarda gozlemlenen,
lobata, santai ve mairei, ¢ekirdek ITS calismasinda ayn1 gurupta yer almislardir. Bununla
beraber ¢ekirdek ITS sekanslarinda gurup igi ve arast niikleotit farkliliklari oldugu
bildirilmistir. FISH ¢alismasinda da benzer sekilde, diploid Dactylis varliklarinin bir atadan
koken almis olabilecekleri ile ilgili izler bulunmaktadir. Yanisira farkli sinyal 6zelliklerine
sahip taksonlarin goriilmesi, cinste ¢atallagmalar oldugunu gdstermektedir. Yine ¢ok yakin

sinyal 6zelligi gosteren aksesyonlarda bazi kiigiik farkliliklar belirlenmistir.

Molekiiler markir ¢aligmalari, AFLP (Peng ve ark 2008), SSR (Xie ve ark. 2010a),
diploid Dactylis taksonlarinin toplandiklari yerlere gore 2 gurup olusturdugunu, gurup igi ve

aras1 genetik varyasyon gosterdiklerini belirtmislerdir.

Yukarida goriildiigii gibi farkli ¢alismalarda diploid Dactylis taksonlari ¢ogunlukla
farkli guruplar olusturmustur. Bu genel durum ¢ergevesinde, 5S ve 25S rDNA o6zelliklerini

calistigimiz diploid taksonlarin en az 2 farkl koldan evrimlestiklerine isaret etmektedir.
4. 2. Tetrapoliploid Taksonlara Ait Bulgular

Calismada kullanilan tetrapoliploid aksesyonlarinin kromozom sayisi 2n=4x=28
olarak belirlenmistir. 65 ve 22 aksesyon nolu bitkilerin kromozom sayisi, 2n=3x=21, olarak
belirlenmis ve bu bitkilerin triploid olduklari anlagilmistir. Tetrapoliploid taksonlarda,
gozlenebildigi kadariyla, kromozomlar morfolojik olarak metasentrik ve submetasentrik
sentromer durumu gostermistir. Sentromer konumu bakimdan, tetrapoliploid taksonlarin
kromozomlar ile diploid taksonlarin kromozomlari blylk bir benzerlik gostermistir. Ancak
tetrapoliploidlerin kromozom sayilarinin daha fazla olmasi ve morfolojik olarak benzer
olmalari, sekonder bogumlu ve submetasentrik kromozomlarin fazla olusu, tetrapoliploidlerde
sinyal Ozelliklerini belirlemeyi daha da zorlastirmistir. Diploid taksonlarda oldugu gibi
tetrapoliploid taksonlarin da biiyik ¢ogunlugunda kromozomlar iizerinde sentromerlerin

yerlerini net olarak gormek mumkin olmamastir.

Calisma sirasinda; her ne kadar kok ucu hasadindan preparat hazirlanmasina kadar
ayn1 prosediir takip edilmis ve ayni islemler uygulanmis olsada bazi aksesyonlarda bol
miktarda boltnen hiicreye sahip kdk ucu elde edebilmek mimkiin olmamistir. Genellikle bu
aksesyonlarda uygun morfolojiye ve iyi dagilmis kromozomlara sahip yeterli sayida hiicre

elde edilememistir. Bunun muhtemel nedenleri, kok ug¢lariin alindigi bitki gelisim evreleri
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veya bu bitkilerin yetistirme sartlarindan kaynaklanan; kok uclarindaki biiylimenin
durmasindan kaynakli oldugu, tahmin edilmektedir. Buna ek olarak bazi preparatlarda
sitoplazma kalintilar1 yeterince uzaklastirilamamistir. Diger taraftan preparat yaparken maruz
kaldiklar1 farkli basing uygulamalarindan dolay1 ayni preparatta dahi hiicrelerin kromozom
boyutlar1 hatta ayni hiicre icerisinde bile kromozomlarin boylari arasinda farkliliklar oldugu
gozlenmistir. Bu sebeplerlerden dolay1 tetrapoliploid taksonlarda kromozomlari analiz etmek
diploidlere nazaran daha gii¢ olmustur. Bu nedenle analizlerde sinyal say1 ve dagilimlar1 6n
planda tutulmustur. Ancak ayn1 sinyal gurubuna giren aksesyonlarin ¢ogunda benzer lokasyon
durumlan gozlemlendiginden bu karisikliklar sikinti yaratmamis, aksine farkli durumlarin

belirlenmesi daha kolay olmustur.

Bu tez ¢alismasunda kullanilan tetrapoliploid taksonlara ait aksesyonlar Uzerinde

yapilan 5S ve 25S rDNA FISH analiz sonuglari asagida ayrintilartyla sunulmustur.
4. 2. 1. Dactylis glomerata subsp. hispanica aksesyonlarina ait bulgular

Calismamizda IBER (ABY-Bc 5645-2004U) ve Western Regional Plant Introduction
Station (Pl 306730, Pl 265568, Pl 265567)'dan temin edilmis olan toplam 4 Dactylis
glomerata L. subsp. hispanica (Roth) Nyman aksesyonu kullanilmis ve analiz sonuglari
asagida ayr1 ayr1 sunulmustur. Aksesyonlarin ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerikleri 8.25 ile
8.54 pg arasinda degisim gostermestir (Tuna 2015).

4. 2. 1. 1. Dactylis glomerata subsp. hispanica (Pl 265567)

FISH analizi sonras1 PI 265567 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goériiniisii
Sekil 4. 19 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 20’de sunulmustur. Sekillerden de
goriilecegi tizere aksesyonun 16 mitotik kromozomu (8 ¢ift) FISH sinyali tasimaktadir. FISH
sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve diger 4'ii 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin
(lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. iki ¢ift kromozom disinda tiim kromozomlar
kirmizi sinyalleri sentromer boélgelerine yakin bir konumda tasimaktadir. Farkli olan bir ¢ift
kromozomda kirmizi sinyal nispeten sentromer bolgesinden biraz daha uzakta iken, diger
kromozom ¢ifti kirmizi sinyali telomer bolgesinde tagimaktadir. Yesil sinyaller ise kirmizi
sinyallere nazaran sentromerden daha uzak olup, telomere daha yakin bdlgelerde

bulunmaktadir. Bununla birlikte yesil sinyallerin yogunluklar1 ve telomere olan uzakliklari bir
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birinden farklidir. Aksesyon kromozomlar1 {izerindeki kirmizi sinyallerin yesil sinyallere

nazaran daha gii¢lii oldugu goriilmektedir.

Sekil 4. 19. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 265567 nolu tetrapoliploid D. glomerata L. subsp.
hispanica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
izerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Buyltme gizgileri 10 um’dir).

12 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4. 20. Pl 265567 nolu tetrapoliploid D. glomerata L. subsp. hispanica aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriinlisii (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. Biiytitme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 2. 1. 2. Dactylis glomerata L. subsp. hispanica (Roth) Nyman (ABY-Bc 5645-2004U-)

Bu aksesyona ait bitkiler iizerinde yapilan FISH analizlerinde sinyallerin say1 ve
dagilimlarinin degistigi gozlenmistir. Yapilan inceleme sonucu sinyal sayist ve dagilimi
bakimindan bitkilerin 2 ye aynldigi gorilmiistiir. Farkliliklar1 gosterebilmek adina bu

aksesyon icin iki ayr1 idiogram ¢izilmistir.

Sekil 4. 21 ve 4. 22°den de goriilecegi tizere bu aksesyona ait bazi bitkiler (a) dnceki
subsp. hispanica aksesyonunda oldugu gibi 16 mitotik kromozom FISH sinyali tasimaktadir.
FISH sinyallerinin yine 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve geri kalan 4'i 5S rDNA (yesil) gen

bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. Kromozomlar iizerindeki

141



sinyallerin fiziki lokasyonlar1 dnceki aksesyon ile biiyiik bir benzerlik gdstermektedir. Iki
aksesyonun FISH sinyali desenleri arasindaki kiiciik farkliliklar preparatlar (zerindeki

hlcreler icerisinde bulunan kromozomlarin iyi dagilmamasi veya morfolojilerinin yeterince

iyi olmamasina baglanabilir.

Sekil 4. 21. (a) Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi ABY-Bc 5645-2004U nolu tetrapoliploid D.
glomerata L. subsp. hispanica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisi ve rDNA
lokuslarinin kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller
5S rDNA bolgelerini gostermektedir. Buyltme gizgileri 10 pm’dir).

12 3 4567 8 9 10N 213

Sekil 4. 22. (a) ABY-Bc 5645-2004U nolu tetrapoliploid D. glomerata L. subsp. hispanica aksesyonuna ait
haploit idiogramin goriiniigii (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin
nispi yogunluk ve lokasyonlarini gostermektedir. Bilyilitme ¢izgisi 1 pm’dir).

ABY-Bc 5645-2004U nolu aksesyona ait diger bazi bitkilerin (b) mitotik
kromozomlarinin goriintisii, Sekil 4. 23 ve onlara ait haploit idiogram, Sekil 4. 24’de
gosterilmistir. Sekillerden de goriilecegi tlizere kromozomlar iizerindeki sinyallerin fiziki
lokasyonlar1 dnceki subsp. hispanica aksesyonu (PI 265567) ve bu aksesyonun diger bireyleri
(@) ile buyik bir benzerlik gostermektedir. Ancak ABY-Bc 5645-2004U nolu aksesyon (b)
diger iki aksesyondan farkli olarak, 2 adet ekstra sinyal, kirmiz1 sinyal tagiyan (25S rDNA) bir
kromozom ¢iftinin ilave olarak ayni kromozomun sentromer bolgesine yakin bir konumda

yesil (5S rDNA) sinyal tasimasi ile ayrilmaktadir.
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Sekil 4. 23. (b) Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 ABY-Bc 5645-2004U nolu tetrapoliploid D.
glomerata L. subsp. hispanica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisi ve rDNA
lokuslarimin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller
5S rDNA hdlgelerini gostermektedir. Bllylitme cizgileri 10 um’dir.)

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4. 24. (b) ABY-Bc 5645-2004U nolu tetraploid D. glomerata L. subsp. hispanica aksesyonuna ait haploit

idiogramin goriiniisii (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarini gostermektedir. Buyitme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 2. 1. 3. Dactylis glomerata subsp. hispanica (Pl 265568)

FISH analizi sonras1 Pl 265568 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarmin goriiniisii
Sekil 4. 25 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 26’de sunulmustur. Sekillerden goriilecegi
tzere kromozomlar Uzerindeki sinyallerin desenleri ABY-Bc 5645-2004U nolu aksesyonuna

ait baz1 bireylerde (b) gozlenen sinyal desenleri ile blyik bir benzerlik gostermektedir.

Sekil 4. 25. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast Pl 265568 nolu tetrapoliploid D. glomerata L. subsp.
hispanica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarimin kromozomlar
izerindeki fiziki lokasyonlart (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Blyitme cizgileri 10 um’dir).
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Sekil 4. 26. Pl 265568 nolu tetrapoliploid D. glomerata L. subsp. hispanica aksesyonuna ait haploit ideogramin
goriintisii (Kirmuzi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. 10. Kromozom her iki siyali de tasgimaktadir. Blyitme cizgisi 1
pm’dir).

4. 2. 1. 4. Dactylis glomerata subsp. hispanica (Pl 306730)

FISH analizi sonras1 Pl 306730 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii

Sekil 4. 27 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 28’de gosterilmistir.

Sekillerden de goriilecegi tizere kromozomlar {izerindeki sinyallerin sayisi, nispi
yogunlukkar1 ve fiziki lokasyonlar1 genel olarak Onceki subsp. hispanica aksesyonlari ile
biylk bir benzerlik gostermektedir. PI 306730 nolu aksesyonda Onceki subsp. hispanica

aksesyonlarindan farkli olarak sentromere yakin bolgede bulunan bir gift kirmizi sinyal

bulunmamaktadir.

Sekil 4. 27. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 Pl 306730 nolu tetrapoliploid D. glomerata L. subsp.
hispanica aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin gériiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Blyutme c¢izgileri 10 um’dir).
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Sekil 4. 28. Pl 306730 nolu tetrapoliploid D. glomerata L. subsp. hispanica aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriliniisti (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. Biiyiitme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 2. 1. 5. Dactylis glomerata subsp. hispanica aksesyonlarinin degerlendirilmesi

FISH analizi sonrasi 4 adet Dactylis glomerata subsp. hispanica aksesyonuna ait 5S ve

25S rDNA sinyal say1, dagilim ve lokasyonlar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4. 2’de goriildigii gibi 5S ve 25S rDNA FISH desenleri incelenen 4 adet
subsp. hispanica aksesyonu, bu sinyallerin say1, lokasyon ve dagilim 6zelliklerine gore farkli
sinyal desenleri olusturmustur. Toplam sinyal sayis1, 12, 16, 18, kirmiz1 sinyal sayis1 8 ve 12,
yesil sinyal sayisi 4 ve 6 seklinde bir sayisal dagilim gostermistir. Genel olarak aksesyonlara
ait FISH resimleri kaliteli ¢ikmistir. Bu durumdan faydalanip sinyal tasiyan kromozomlari
karsilastirmak kolay olmustur. Farkli sinyal sayilar1 gériilmesine ragmen, takson genomlarini
karsilastiracak ortak 6zellikler gozlemlenmistir. Cizelge 4. 2 incelendigi zaman, 4 aksesyonun
interkalar ve telomerik, 2IK(K)+6T(4Y,2K), sinyal dagilimlar1 aym bulunmustur. Bu
benzerlikler resimlerde de gdzlemlenmektedir. Ornegin neredeyse biitiin aksesyonlarda
kirmiz1 sinyalleri ortaya c¢ok yakin tasiyan kromozomlarin veya telomerik sinyal tasiyan
kromozomlarin birbirlerine benzemesi, bu 4 aksesyon arasinda genetik bir iliski oldugunu
gOstermektedir. Buradan yola ¢ikarak, farkli D. g. subsp. hispanica aksesyonlari arasinda
genetik bir iliski oldugu sdylenebilir.

Aksesyonlar arasinda farkliliklar olugmasinda, sentromerik alanlardaki, kirmizi ve
yesil sinyal say1 degisimlerinin sebep oldugu goriilmektedir. En kiglk (12) ve en biyik (18)
sinyal sayis1 aras1 farkin biiyiik olmasi, yine 6 adet yesil sinyal bulunmasi bazi tetrapoliploid
hispanica {iiyelerine birden fazla diploidin etki ettigini gostermektedir. Bazi hispanica
uyelerinde, ABY-Bc-56452004U (b), Pl 265568, bir kromozom tizerinde komsu ¢ift (K+Y)
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lokasyonlu sinyal bulunmasi kromozomlar arasi1 bazi etkilesimler olduguna isaret etmektedir.

Bu etkilesim poliploidi i¢i veya arasi serbest tozlasma ve dollenme sonrasi olugsmus-olabilir.

Dactylis glomerata subsp. hispanica (Roth) Nyman (ABY-Bc-56452004U) ait
bitkilerden bazilar1 16 (12K+4Y), bazilar1 ise 18 (12K+6Y) rDNA FISH sinyali vermislerdir.
Bu bitkilerin toplanma yerleri tam olarak bilinmedigi i¢in sonuglar, bu bitkilerin karisik
popiilasyonlardan olusmus olabilecegini veya tohumlarinin karistirilmis olabilecegi olasiligini

da akla getirmektedir.

Tetrapoliploid Dactylis taksonlar1 karisik ekotiplerden olusabilmektedir. Farkli
ekotipler benzer morfolojik 6zellikler gosterebilmektedir. Ancak farkli ekotip (aksesyon)
genotiplerindeki baz1 farkliliklar fenotipik karakterlere yansimayabilir veya gozle
farkedilmeyebilir. Bu durumda ayni adlandirmaya sahip olan aksesyonlarin farkli sinyal
sayilar1 gostermeleri normal olabilir. Dactylis glomerata subsp. hispanica aksesyonlarinda
belirlenen sinyal sayilarinin, diploidlerdekilerin katlar1 seklinde artmis olmalari, hispanica

ekotiplerinde, genel anlamda, poliploidizasyon olayimnin gergeklestigini géstermektedir.

Calisilan 4 aksesyon da hispanica olarak adlandirilmistir. Bu 4 aksesyon 3 gurup
ozelligi gostersede, aksesyonlar arasi biiyiik benzerlikler de belirlenmistir. Bu durumlar goz
oniinde bulunduruldugunda taksonun poliploidizasyonunda bir veya daha fazla diploidin etki

etmis olabilecegi sdylenebilir.

Cizelge 4. 2. Dactylis glomerata subsp. hispanica aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA sinyal
say1, dagilim ve lokasyonlar1

Takson Adi Aksesyon No Sinyal sayisi Lokasyon
Toplam | 55 | 255 | 5S+25S S iK T
Pl 265567 16 12 4 - 8K 2K | 6(2K,4Y
ABY-Bc-56452004U (a) 16 12 4 8K 2K | 6(2K.4Y)
hispanica ABY-Bc-56452004U (b) * 18 12 6 2 10(8K,2Y) | 2K | 6(2K.4Y)
Pl 265568* 18 12 6 2 10(8K.2Y) | 2K | 6(2K.4Y)
P1 306730 12 8 4 4K 2K | 6(2K.4Y)

S: Sentromerik alan, T: Telomerik alan, IK: Interkalar alan, K: 25S rDNA, Y: 5SrDNA temsil etmektedir. (a) ve (b) ayni
taksona ait farkli bitkileri gostermektedir. *Ayn1 kromozom tizerinde her iki rDNA bélgesi (5S+25S) mevcuttur.

146



D. glomerata subsp. hispanica taksonu daha ¢ok Akdeniz iklim 6zelligi gosteren
kurakgil alanlarda tanimlanmistir. Bu taksona ait toplanan bitkilerin morfolojik farkliliklar
sergiledigi ve en az iki farkli morfotipinin tanimlandigi belirtilmistir (Domin 1943, Borrill ve
Lindner 1971, Amirouche ve Misset 2007). Fransa’nin giineyinde (Akdeniz iklimi hakim)
toplanan c¢ok sayida hispanica popiilasyonu kendi iginde enzim polimorfizmi gdstermistir
(Tomekpe ve Lumaret 1991). Fenotipik, fenolojik ve alloenzim (SOD1) karakterleri
bakimindan Ispanya (Galigya) ve Portekiz hispanica érnekleri incelenmis, popiilasyonlar bu
karakterler bakimindan c¢esitlilik gostermistir. Galigya’ya yakin Akdeniz iklim o6zellikleri
altinda olan yerler hispanica i¢in siir olusturmus; bu alanlardaki hispanica Orneklerinin
tetrapoliploid hispanica ve izcoi hibritleri olduklar: belirtilmistir. Yanisira iliman ve Akdeniz
iklim gegis alanlarinda, tetrapoliploid hispanica ve glomerata popiilasyonlar: belirlenmis, var
olan diger popiilasyonlar ile hispanica arasinda gen akisi olabilecegi belirtilmistir (Lumaret
1986, Lindner ve ark. 2011). Diploid taksonlar {izerine yapilan molekiiler caligmalar,
hispanica bitkilerinin yayilma alanlarinda, farkli diploidler oldugunu gostermis ve
hispanica’nin genetik yapisina birden fazla diploidin genetik katki yapmis olabilecegini
gostermistir (Steward ve Ellison 2011). Bu ¢alismalarda goriilen polimorfik 6zellikler, 5S ve

25S rDNA yapilari iginde gegerli goriinmektedir.
4. 2. 2. Dactylis glomerata subsp. glomerata aksesyonlarina ait bulgular

Calismamizda IPK (GR 669\96) ve Cek Cumhuriyeti ulusal gen bankasin
(14G1000192)'dan temin edilmis olan, 2 Dactylis glomerata L. subsp. glomerata aksesyonu
kullanilmis ve analiz sonuclar1 asagida ayr1 ayr1 sunulmustur. Aksesyonlarin ortalama 2C

cekirdek DNA icerikleri 8.4 pg olarak rapor edilmistir (Tuna 2015).
4. 2. 2. 1. Dactylis glomerata subsp. glomerata (GR 669\96)

FISH analizi sonrast GR 669\96 nolu aksesyonun mitotik kromozomlara ait resimler,
Sekil 4. 29 ve onlara ait haploit idiogram, Sekil 4. 30’da gosterilmistir.

GR 669\96 aksesyonuna ait sekillere bakildiginda, 16 mitotik kromozomunun FISH
sinyali tagidig1 goriilmektedir. Orta boya sahip bir ¢ift kromozom (8 nolu) ayni kolu {izerinde
her iki sinyali bir birine olduk¢a yakin bir konumda tasimaktadir. Bu sinyallerden kirmizi olan
daha belirgin iken yesil olan olduk¢a kiigiiktiir. Bu yesil sinyal kiigiik oldugundan ve

kromozomlarin {ist iiste gelmesinden dolayr bazi resimlerde goriilmemektedir. FISH
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sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve diger 6 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin
(lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. iki ¢ift kromozom disinda tiim kromozomlar
kirmiz1 sinyalleri sentromer bélgelerine yakin bir konumda tasimaktadir. Farkli olan bir ¢ift
kromozomda ise kirmizi sinyal nispeten sentromer bolgesinden biraz daha uzakta iken, diger
kromozom ¢ifti kirmizi sinyali telomer bolgesinde tasimaktadir. Yesil sinyaller (4 adet) ise
kirmiz1 sinyallere nazaran sentromerden daha uzakta olup, telomere daha yakin bolgelerde
bulunmaktadir. Bununla birlikte yesil sinyallerin yogunluklar1 ve telomere olan uzakliklar1 bir

birinden farklidir. Aksesyonun kromozomlar1 iizerindeki kirmizi ve yesil sinyallerin

yogunluklar1 gorece birbirine yakin goriinmektedir.

Sekil 4. 29. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast GR 669\96 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. glomerata aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriinisii ve rDNA lokuslarinin
kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA
bolgelerini gostermektedir. Sar1 oklar ¢ift sinyal tagtyan kromozomlar1 gostermektedir. BlyUtme
cizgileri 10 um’dir.)

23 4567 8 9 0N 2B

Sekil 4. 30. GR 669\96 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata subsp. glomerata aksesyonuna ait haploit
idiogramin goriiniigii (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarini géstermektedir. 8. Kromozom her iki sinyali de tagimaktadir. Biiylitme

cizgisi 1 um’dir.)
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4. 2. 2. 2. Dactylis glomerata subsp. glomerata (14G1000192)

FISH analizi sonrasi1 14G1000192 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin

goriiniisti Sekil 4. 31 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 32’de sunulmustur.

Sekillerden de goriilecegi tizere aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH sinyali
tasimaktadir. Diger aksesyonda oldugu lizere bu aksesyonda da orta boylu (8 nolu) bir ¢ift
kromozom ayni kromozom kolu iizerinde her iki sinyali bir birine oldukga yakin bir konumda
tagimaktadir. Sentromerik alana yakin olan bu iki sinyalden, kirmiz1 olan yesile gére daha
giiclii 1s1ma yapmustir. Diger aksesyonda oldugu gibi bu aksesyonda da yesil sinyal bazi
resimlerde goziikmemektedir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve diger 6
tanesi 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. Iki
¢ift kromozom disinda tiim kromozomlar kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine yakin bir
konumda tasimaktadir. Farkli olan bir ¢ift kromozomda ise dnceki aksesyonda oldugu gibi
kirmiz1 sinyal nispeten sentromer bolgesinden biraz daha uzakta iken, diger kromozom ¢ifti
kirmizi sinyali telomer bolgesinde tasimaktadir. Yesil sinyaller (4 adet) ise kirmiz1 sinyallere
nazaran sentromerden daha uzak olup, telomere daha yakin boélgelerde bulunmaktadir.
Bununla birlikte yesil sinyallerin yogunluklar1 ve telomere olan uzakliklart bir birinden
farklidir. Aksesyonun kromozomlari {izerindeki kirmizi sinyallerin yesil sinyallere nazaran

daha gii¢lii oldugu goriilmektedir.

Sekil 4. 31. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi 14G1000192 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. glomerata aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriintisii ve rDNA lokuslarinin
kromozomlar tizerindeki fiziki lokasyonlart (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA
bolgelerini gostermektedir. Sari oklar her iki sinyali de tagiyan kromozomlar1 géstermektedir.
Buyttme cizgileri 10um’dir)
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Sekil 4. 32. 14G1000192 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata subsp. glomerata aksesyonuna ait haploit
ideogramin goriiniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarint gostermektedir. 10. kromozom her iki sinyali de tagimaktadir. Biiyiitme
cizgisi 1um’dir).

4. 2. 2. 3. Dactylis glomerata subsp. glomerata akseyonlarinin degerlendirilmesi

Dactylis glomerata subsp. glomerata taksonuna ait 5S ve 25S rDNA FISH analizi,
taksonun kromozomal yapis1 hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Her iki aksesyonda benzer
sinyal Ozellikleri gostermistir. Kromozomlarin iist iiste gelmesi veya kirilmalarina bagh
olarak, bazi ¢ok kii¢iik sinyallerin belirlenmesi zor olmustur. Bu gibi preparatlar hazirlanirken

cok dikkatli ¢aligilmalidir.

Cizelge 4. 3 incelendigi zaman, 2 aksesyon hemen hemen ayni, sinyal say1 ve dagilim
ozellikleri gostermistir. Her iki aksesyon toplamda 18 (12K+6Y) sinyal varligi gostermistir.
Sentromerik yesil sinyaller ve bazi kirmizi sinyallerin ¢ok kii¢clik olmalari, takson iginde
zamanla ger¢eklesen, genomik veya epigenetik degisikliklere baglanabilir. Her iki aksesyon
da diploid sinyal sayisinin yaklasik iki kati kadar sinyal varhigi gostermistir. Bu durum
Dactylis genomunda poliploidizasyon olayinin gergeklestigini gostermektedir. Fakat yeterli
aksesyon ile ¢alisiimadigindan, bu poliploidizasyonun ge¢misini ortaya ¢ikaracak kadar kanit
bulunmamaktadir. Ancak gerek sinyal sayisinin fazlaligt ve gerek 6 adet yesil sinyal
gorilmesi, bu iki aksesyona farkli poliploidi seviyelerinin katki saglamis oldugunu
kuvvetlendirmektedir. Farkli poliploidi seviyeleri, 6rnegin iki diploid veya diploid-triploid
bitkiler arasi hibridizasyon sonrasi poliploidizasyon sonucu bu aksesyonlar meydana gelmis

olabilir.
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Cizelge 4. 3. Dactylis glomerata subsp. glomerata aksesyonlarina ait, 5S ve 25S rDNA sinyal
say1, dagilim ve lokasyonlar1

Takson Ad1 | Aksesyon No Sinyal sayis1 Lokasyon
Toplam | 5S | 25S | 5S+25S S iK T
GR 669/96* 18 12| 6 2 10(8K, 2Y) 2K 6(2K,4Y)
glomerata
14G1000192* 18 12| 6 2 10(8K, 2Y) 2K 6(2K,4Y)

S= Sentromerik alan, T= Telomerik alan, IK= Interkalar alan, K=25S rDNA, Y=5SrDNA temsil etmektedir. *= Iki adet komsu
rDNA bélgesi (55+25S) bulunmakta.

Literatiir calismalarinda, D. glomerata, en yaygin ve cinsi en iyi tanimlayan tiir olarak
geemektedir. Bazi caligmalarda tek diploidden kokenlendigi bazilarinda ise farkli
diploidlerden kokenlenmis olabilecegi vurgulanmistir (Steward ve Ellison 2011). Diploid
aksesyonlarda gozlemlenen bazi genom izlerinin, D. glomerata aksesyonlarinda da
gozlemlenmesi, tiiriin farkli diploidlerden kdken almis-olabilecegini kuvvetlendirmektedir.
Daha ¢ok gecis bolgelerinde diger tetrapoliploidlerle, 6rnegin hispanica ile ayni alanlarda
yetistikleri ve aralarinda gen gecisi olabilecegi vurgulanmistir (Lindner ve ark. 2011). Bazi
sinyal 6zelliklerinin, kirmiz1 sinyal artis1 veya sinyal yogunluk farklarinin, bu yolla olugmasi
mimkunddr. Yeterince aksesyon ile ¢alisilamadig i¢in; D. glomerata subsp. glomerata’nin
sinyal 6zellikleri, hem taksonu tanimlayacak hem de diger taksonlar ile karsilastiracak kadar
yeterli bulunmamustir. Yine de glomerata sinyal ozellikleri, 18 sinyal tasiyan hispanica

aksesyonlari ile biiyiik benzerlik gostermektedir.

4. 2. 3. Dactylis glomerata subsp. lobata aksesyonlarina ait bulgular

Calismada, IBER (ABY-Bc 5645-2004U) ve Western Regional Plant Introduction
Station (P1 316209, P1 372621)' dan temin edilmis olan, 3 Dactylis glomerata L. subsp. lobata
aksesyonu kullanilmis ve analiz sonuclar1 asagida ayr1 ayrt sunulmustur. Aksesyonlarin
ortalama 2C c¢ekirdek DNA icerikleri 8.16 ile 8.66 pg arasinda degisim gostermistir (Tuna
2015).

4. 2. 3. 1. Dactylis glomerata subsp. lobata (ABY-Bc 7279-0000U)

FISH analizi sonras1t ABY-Bc 7279-0000U nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin
goriiniisti Sekil 4. 33 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 34’de sunulmustur.
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Sekillerden de goriilecegi lizere aksesyonun 12 mitotik kromozomu FISH sinyali
tasimaktadir. FISH sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmiz1) ve diger 4'ti 5S rDNA (yesil)
gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 géstermektedir. Bir ¢ift kromozom disinda
tim kromozomlar kirmizi sinyalleri sentromer bélgelerine daha yakin bir konumda
tasimaktadir. Bazi kirmizi sinyaller yogun bazilar1 ise zayif 1is1ma yapmistir. Yesil sinyal

sayist 4 olup, hepsi telomerik lokasyonlara daha yakin yerlesmistir. Yesil sinyal ciftleri

arasinda yariya yakin yogunluk farki bulunmaktadir.

Sekil 4. 33. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast ABY-Bc 7279-0000U nolu tetrapoliploid Dactylis
glomerata subsp. lobata aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA
bolgelerini gostermektedir. Blyutme cizgileri 10 um’dir).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4. 34. ABY-Bc 7279-0000U nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata subsp. lobata aksesyonuna ait haploit
ideogramin gorliniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarin1 gostermektedir. Biiylitme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 2. 3. 2. Dactylis glomerata subsp. lobata (Pl 316209)

FISH analizi sonras1 Pl 316209 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin gorinisii

Sekil 4. 35 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 36’de gorilmektedir.
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Sekillerden de goriilecegi lizere aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH sinyali
tasimaktadir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve diger 4'i 5S rDNA (yesil)
gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. Dort ¢ift kirmizi sinyal
sentromerik bolgeye daha yakin iken bir ¢ifti sentromerden uzak (interkalar) ve bir ¢ifti
telomerik alanda konumlanmistir. Sekiz kirmizi sinyal yogun ve birbirine yakin igimalar
yaparken genellikle 4’niin zayif 1simalar yaptigir goriilmektedir. Bu aksesyonda da 4 adet
telomerik yesil sinyal net sayilmistir. Yesil sinyaller ise kirmizi sinyallere nazaran
sentromerden daha uzak olup, telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir. Yesil sinyal
ciftleri arasinda kii¢lik yogunluk farki bulunmaktadir. 2 adet ¢cok zayif (sentromerik) kirmizi

sinyal bazi resimlerde gozlenmemektedir. Sinyallerin lokasyonlar1 ve yogunluklar

kromozomlar arasinda degiskenlik gostermektedir.

Sekil 4. 35. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast Pl 316209 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. lobata aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniigii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlari. (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Buyltme gizgileri 20um’dir).

1 2 3 45 6 7 & 9 10 11 12 13 14

Sekil 4 36. Pl 316209 nolu tetrapoliploid D. glomerata subsp. lobata aksesyonuna ait haploit ideogramin
goriintigii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. Blyltme ¢izgisi 1um’dir).
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4. 2. 3. 3. Dactylis glomerata subsp. lobata (Pl 372621)

FISH analizi sonrasi Pl 372621 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii

Sekil 4. 37 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 38’de sunulmustur.

Sekillerden de goriilecegi lizere aksesyon 8 kirmizi ve 4 yesil olmak iizere toplamda
12 sinyal varligi gostermistir. Bu aksesyon ABY-Bc 7279-0000U nolu aksesyon benzeri
sinyal Ozellikleri gostermistir. Bu aksesyonda da telomerik ve sentromerik 4 adet sinyal
yogunluk olarak ayirt edicidir. Bu aksesyona ait resimlerde de prob kirliligi gézlemlenmistir.
Ayrica bazi resimlerde kromozomlarin gérece uzun olmasi kirilmalarim1 kolaylagtirmistir.
Aksesyona ait 4 adet yesil sinyal telomerik konumlu bulunmustur. Diger aksesyonlarda

oldugu gibi ¢iftler arasinda yogunluk farki gorulmektedir. Sinyallerin lokasyonlari ve

yogunluklari kromozomlar arasinda degiskenlik gostermektedir.

Sekil 4. 37. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 Pl 372621 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata subsp.
lobata aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarmin kromozomlar
izerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Blyttme ¢izgileri 10pum’dir).

12 3 4 56 7 8 91 112131
Sekil 4 38. Pl 372621 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata ssp. lobata aksesyonuna ait haploit ideogramin

goriintisii (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. Blyltme gizgisi 1 pm’dir).
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4. 2. 3. 4. Dactylis glomerata subsp. lobata aksesyonlarinin degerlendirilmesi

Dactylis glomerata subsp. lobata aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA FISH
sinyallerine ait say1 ve dagilimlari, Cizelge 4. 4’de gosterilmistir. Cizelgede, ABY-Bc 7279-
0000U ve PI 372621 aksesyonlarin, 12 FISH sinyalini 8K+4Y seklinde, PI 316209
aksesyonun ise 16 FISH sinyalini, 12K+4Y seklinde tasidigi goriilmektedir. Bitln
aksesyonlarin interkalar ve telomerik sinyal dagilimlan, 2IK(K)+6T(4Y,2K), aym
bulunmustur. Sinyal sayilar1 farkli olmasina ragmen bu dagilimin gérelmesi, aksesyonlarin
ortak veya benzer bir genetik gelisme siirecine sahip olduklari anlamina gelebilir. Sadece
sentromerik kirmiz sinyaller arasinda fark bulunmaktadir. Bu durumda sentromerik alanlar
arasinda kirmizi sinyal hareketi olabilecegi sOylenebilir. Aksesyonlara ait sinyaller az ¢ok
farkli yogunluklarda ve farkli kromozomlar {izerinde bulunmaktadir. Bazi sinyallerin
yogunluklari ayirt edici bir ortak 6zellik olarak kullanilabilir. Bazi resimlerde fazla veya eksik
sinyal olma ihtimali vardir. Kromozomlarin {ist liste binmeleri, arka fon kirliligi ve kromozom
morfolojilerinin ayirt edilememesi, sinyal sayi, yogunluk ve lokasyonlarin1 belirlemeyi
zorlastirmistir. Bu aksesyonlar i¢in prob miktarlar1 kalibre edilmeli ve kok orneklerinin,
soguk suda ve enzim karisiminda tutulma siireleri artirilmalidir. Bununla beraber takson ici

genetik Ozelliklere bagli, bazi sinyal farkliliklar1 olabilecegi de hesaba katilmalidir.

Cizelge 4. 4. Dactylis glomerata subsp. lobata aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA sinyal say1, dagilim
ve lokasyonlar

Takson Aksesyon No Sinyal sayisi Lokasyon
Adi Toplam | 5S 255 5s+255 | s | iK T
lobata ABY-Bc 5645-2004U 12 8 4 - 4K | 2K | 6(2K,4Y)
P1 316209 16 12 4 - 8K | 2K | 6(2K,4Y)
Pl 372621 12 8 4 - 4K | 2K | 6(2K,4Y)

S: Sentromerik alan, T: Telomerik alan, IK: Interkalar alan, K: 25S rDNA, Y: 5SrDNA temsil etmektedir

Stewart ve Ellison 2011’in Dactylis derlemesinde, Dactylis glomerata subsp. lobata
(Drejer) Lindb. F., diploid ve tetrapoliploid subsp. aschersoniana’nin sinonimi olarak
tanimlanmustir. Sinyal sayis1 12 olan lobata aksesyonlariin sinyal 6zellikleri, diger 12 adet
sinyal tasiyan tetrapoliploidlere (hispanica, santai, aschersoniana) benzemektedir. Sinyal
sayist 16 olan lobata aksesyonu direk diploidizasyon ile diploid lobata’dan kokenlenmis
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olabilir. Genomik in in situ hibridizasyon ile diploid ve tetrapoliploid lobata aras1 iliski olup

olmadigi belirlenebilir.
4. 2. 4. Dactylis glomerata subsp. smithii aksesyonlarina ait bulgular

Calismamizda Western Regional Plant Introduction Station (Pl 237607) ve IPK (GR
8202\80, GR 1238\83, GR 7297\02) den temin edilmis olan toplam 4 Dactylis glomerata L.
subsp. smithii aksesyonu kullanilmis ve analiz sonuglari asagida ayri ayri sunulmustur.
Aksesyonlarin ortalama 2C c¢ekirdek DNA igerikleri 8.21 ile 8.46 pg arasinda degisim
gostermistir (Tuna 2015).

4. 2. 4. 1. Dactylis glomerata subsp. smithii (Pl 237607)

FISH analizi sonrasi Pl 237607 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii

Sekil 4. 39 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 40’de gosterilmistir.

Dactylis glomerata subsp. smithii (PI 237607) aksesyonuna ait resimler ¢ok kalitelidir.
Kromozomlarin dagilimi ¢ok iyi ve kirlilik oldukc¢a azdir. Sekillerden de goriilecegi iizere
aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. Bir ¢ift kromozom her iki
renkteki (K+Y) sinyalleri birlikte tasimaktadir. Ayn1 kromozom {izerinde sentromerik
lokasyonda bitisik bulunan K+Y sinyalin esi bazi resimlerde silik goriinmektedir. Bazi
resimlerde ise hi¢ gérinmemektedir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve
diger 6's1 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir.
Diger taksonlarda oldugu gibi bu taksonda da bir ¢ift kromozom disinda tiim kromozomlar
kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine daha yakin bir konumda tasimaktadir. Farkli olan bir
cift kromozom ise kirmizi sinyali telomer bolgesinde tasimaktadir. Bir ¢ift kromozom
Uzerindeki yesil sinyaller sentromer bolgesine nispeten daha yakin iken diger iki g¢ift
kromozom tizerindeki yesil sinyaller telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir.

Sinyallerin yogunluklar1 nispeten benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4. 39. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 Pl 237607 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. smithii aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Sar1 renkli oklar K+Y olan kromozomlari gostermektedir. Buylitme gizgileri
10pum’dir.)
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Sekil 4. 40. Pl 237607 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata ssp. smithii aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriintigiic (Kirmizi sinyaller 25S, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini géstermektedir. 10. kromozom her iki sinyali de tagimaktadir. Blyutme ¢izgisi
1um’dir).

4. 2. 4. 2. Dactylis glomerata subsp. smithii (GR 8202\80)

FISH analizi sonras1 GR 8202\80 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin gériiniisii

Sekil 4. 41 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 42’de sunulmustur.

Sekillerden de goriilecegi Uzere aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH sinyali
tasimaktadir. Bir ¢ift kromozom her iki renkteki (K+Y) sinyalleri birlikte tasimaktadir.
Sentromerik alanda gdézlemlenen bu sinyal ¢ifti baz1 resimlerde goriinmemektedir. FISH
sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve diger 6's1 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin
(lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. Sinyal sayist ve deseni bakimindan onceki

aksesyon ile benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4. 41. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast GR 8202\80 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. smithii aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Sar1 oklar ¢ift sinyal (K+Y) sinyal tasiyan kromozomlari gostermektedir. Bliyutme
cizgileri 10pm’dir).
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Sekil 4. 42. GR 8202\80 nolu tetraploid Dactylis glomerata subsp. smithii aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriiniisti (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarin1 gostermektedir. 8 nolu kromozom her iki sinyali de tagimaktadir. Blyutme cizgisi 1
pm’dir).

4. 2. 4. 3. Dactylis glomerata subsp. smithii (GR 1238\83)

FISH analizi sonras1t GR 1238\83 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin gériiniisii

Sekil 4. 43 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 44’de sunulmustur.

Sekillerden de goriilecegi ilizere aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH sinyali
tagimaktadir. Bir ¢ift kromozom her iki renkteki sinyalleri birlikte tagimaktadir. Burada yesil
sinyal komsu kirmizi sinyalden biraz daha yogundur. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA
(kirmiz1) ve diger 6'st 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlari
gostermektedir. Kirmiz1 sinyal sayisi bazi resimlerde, 2 fazla veya eksik sayilmistir. Fakat
resimlerin ¢ogunda 12 olarak sayilmistir. Sinyal sayis1 ve deseni bakimindan 6nceki smithii

aksesyonlar1 ile benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4. 43. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast GR 1238\83 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. smithii aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
Uzerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini
gostermektedir. Sar1 oklar ¢ift sinyal tasiyan kromozomlari gostermektedir. Bltln resimlerde
bliyutme cizgileri 10um’dir).
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Sekil 4. 44. GR 1238\83 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata ssp. smithii aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriinligii (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarin1 gostermektedir.7. kromozom her iki sinyalide tagimaktadir. Biiyiitme ¢izgisi 1
pm’dir).

4. 2. 4. 4. Dactylis glomerata subsp. smithii (GR 7297\02)

FISH analizi sonrast GR 7297\02 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin gériiniisii

Sekil 4. 45 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 46’de sunulmustur.

Dactylis glomerata subsp. smithii GR 7297\02 aksesyonu, o¢nceki 3 Dactylis
glomerata subsp. smithii aksesyonundan daha az sayida sinyal tasimaktsdir. Sekillerden de
gorlilece8i lizere aksesyonun 12 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH
sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve diger 4'0 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin
(lokus) bulundugu lokasyonlar1 gdstermektedir. Bu aksesyonda tiim kromozomlar kirmizi
sinyalleri sentromer bdlgelerine daha yakin bir konumda tasimaktadir. Diger aksesyonlarda
gozlenen telomerik kirmizi sinyal bu aksesyonda gozlenmemistir. Yesil sinyaller diger
aksesyonlarda oldugu gibi telomere yakin konumda bulunmaktadir. Yesil sinyallerin

yogunluklar farklilik gostermektedir.
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Sekil 4. 45. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 GR 7297\02 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. smithii aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini
gostermektedir. Butun resimlerde buyttme cizgileri 10um’dir).

T 2 3 4 5 6 7 8 % 10 1 12 13 14

Sekil 4. 46. GR 7297\02 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata ssp. smithii aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriiniisti (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. Buyltme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 2. 4. 5. Dactylis glomerata subsp. smithii aksesyonlarinin degerlendirilmesi

Dactylis glomerata subsp. smithii taksonuna ait aksesyonlarda ¢ok sayida kromozom
morfolojisi diizgiin, kromozomlari iyi dagilmis ve sitoplazma kalintis1 olmayan ya da ¢ok az
olan kaliteli preparat hazirlamak miimkiin olmustur. Bu nedenle preparatlar Uzerinde FISH
sinyalleri ve dagilimlar1 daha hassas bir sekilde analiz edilebilmistir. Bununla beraber bitln

aksesyonlarda baz1 sinyalleri belirlemek zor olmustur.

Sinyal sayilarindaki degisiklikler genotip ile ilgili olabilecegi gibi kullanilan prob
miktarinin  az olmasindan veya hibridizasyon sartlarinin  uygun olmamasindan
kaynaklanabilir. Bir grup preperata ayni islemler uygulandigi zaman, bir resimde goriilen

durum diger resimlerin hepsinde gorinmektedir.
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Cizelge 4. 5°de D. g. smithii (Pl 237607, GR 8202/80, GR 1238/83) aksesyonlarinda
toplamda 18 FISH sinyalinin, (12K+6Y), seklinde bir dagilim gosterdigi gdzlemlenmistir. Bu
3 aksesyon benzer sekilde 18 sinyal tasiyan Dactylis ve bazi hispanica aksesyonlari ile benzer
sinyal Ozellikleri gostermektedir. GR 7297/02 aksesyonunda ise toplamda 12 sinyal,
(8K+4Y), seklinde dagilim gostermistir. Bu sinyal dagilimi ile aksesyon daha ¢ok, 12 sinyal

tastyan marina genomlarina benzer sinyal 6zellikleri gostermistir.

FISH bulgularma gore, 5S ve 25S rDNA bdlgelerinin kromozomlarin sentromerik
alanlarinda degisim iginde olduklari, sinyal kopya sayilarinin degisiminde, bu bolgelerin daha
aktif olduklar1 goriilmiistiir. Toplam sinyal ve yesil sinyal sayr fazlaligi, bu taksonun
kokeninde birden fazla diploidin olabilecegini gostermektedir. Sinyal Ozellikleri dikkate
alindiginda, smithii aksesyonlarinin genom gelisiminde, poliploidizasyon, hibridizasyon ve

genom i¢i degisimlerin hepsinin birden etkisinden bahs edilebilir.

Cizelge 4. 5. Dactylis glomerata subsp. smithii aksesyonlarma ait 5S ve 25S rDNA sinyal sayi,
dagilim ve lokasyonlar1

Takson Adi Aksesyon No Sinyal sayisi Lokasyon
Toplam | 5S | 25S | 5S+25S S iK T
PI 237607* 18 12 | 6 2 10(8K,2Y) | 2K | 6(2K,4Y)
GR 8202/80* 18 12 | 6 2 10(8K,2Y) | 2K | 6(2K,4Y)
smithii GR 1238/83* 18 12 | 6 2 10(8K,2Y) | 2K | 6(2K,4Y)
GR 7297\02 12 8 4 6K 2K 4Y

S: Sentromerik, T: Telomerik, IK: Interkalar, K: 25S rDNA, Y: 5SrDNA temsil etmektedir. *Ayn1 kromozom {izerinde
5S ve 25S rDNA bdolgesi

D. glomerata subsp. smithii Atlas Okyanusu adalar1 (Kanarya Adalar1 gibi) kiyilarinda
yetisen, endemik diploid ve tetrapoliploid sitotipler icermektedir. Morfolojik o6zellikler
bakimindan marina benzeri 6zellikler (Papilali yaprak, ¢oklu nod) géstermektedir (Stebbins
ve Zohary 1959, Benson ve Borrill 1969). Yine morfolojik ve flovonoid i¢rigi bakimindan
diger diploidlerden farkli bulunmustur (Ardouin ve ark. 1985). Izoenzim &zelliklerine gore
diploid smithii, diploid mairei, santai, castellata alt turleri ile ayn1 gurupta yer almaktadir
(Lumaret 1988). Kanarya Adlari’ndan toplanan diploid smithii cekirdek ITS sekans

calismalari, bu taksonun Kuzey Afrika kokenli castellata, mairei, santai alt tiirleri ile ayni
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gurupta oldugunu gostermistir. Ancak bu sekans bakimindan bazi mutasyonlar gosteren subsp
smithii’nin aynm1 zamanda Iber Yarim Adas1 kaynakli izcoi, lusitanica ve metlesicsii’de kiigik
benzerlikler gosterdigi bildirilmistir (Stewart ve ark. 2013). Bu farkliliklar dikkate
alindiginda, subsp. smithii genomunun rDNA FISH sinyal 6zellikleri bakimindan farkliliklar
gostermesi anlamli goriinmektedir. Ancak ¢aligmamizda smithii aksesyonlarinin daha ¢ok

tetrapoliploid glomerata ve hispanica 6zellikleri tasidigi sdylenebilir.
4. 2. 5. Dactylis glomerata subsp. santai aksesyonlarina ait bulgular

Calismamizda, Western Regional Plant Introduction Station’dan temin edilmis olan 2
Dactylis glomerata L. subsp. santai aksesyonu (PI 237606 ve PI 237605) kullanilmis ve
analiz sonuglar1 asagida ayr1 ayri sunulmustur. Aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA

icerikleri sirasiyla 8.36 ile 8.46 pg olarak ol¢iilmiistiir (Tuna 2015).

PI 237606 numarali aksesyonu temsilen analiz edilen farkli bitkilere ait sonuclar
incelendiginde, iki farkli sinyal deseni gézlenmistir. Bu nedenle bu aksesyona ait sonuglar ()

ve (b) seklinde iki kisimda sunulmustur.
4. 2. 5. 1. Dactylis glomerata subsp. santai (Pl 237606)

FISH analizi sonrast PI 237606 nolu aksesyona ait bazi bitkilerin (a) mitotik
kromozomlarimin goriiniisii Sekil 4. 47 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 48’de

gosterilmistir.

Sekillerden de goriilecegi iizere bu grup icerisinde yer alan bitkilerin 12 mitotik
kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve
diger 4'i 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir.
Diger taksonlarda oldugu gibi bu taksonda da bir ¢ift kromozom disinda tiim kromozomlar
kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine daha yakin bir konumda tasimaktadir. Farkli olan bir
¢ift kromozom ise kirmizi sinyali telomer bolgesinde tasimaktadir. Sinyallerin yogunluklari
bir birine benzerdir. iki ¢ift kromozom iizerindeki yesil sinyaller telomere daha yakin

bolgelerde bulunmaktadir. Yesil sinyallerin yogunluklar: farklilik gostermektedir.
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Sekil 4. 47. (a) Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 237606 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. santai aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmuizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini
gostermektedir. Blyitme cizgileri 10um’dir).

T 23 456 78 910M121B3M1
Sekil 4. 48. (a) Pl 237606 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata subsp. santai aksesyonuna ait idiogramin

goriiniisti (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir Bllyutme ¢izgisi 1 um’dir).

FISH analizi sonras1 PI 237606 nolu aksesyona ait diger bazi bitkilerin (b) mitotik
kromozomlarinin goriiniisii, Sekil 4. 49 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 50’de

gosterilmistir.

Sekillerden de goriilecegi iizere bu grup icerisinde yer alan bitkilerin 14 mitotik
kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 10 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve
diger 6's1 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir.
Diger tiim aksesyonlardan farkli olarak bu gurup igerisinde yer alan orta boya sahip bir ¢ift
kromozom ayni1 kromozom kolu iizerinde 2 yesil FISH sinyali tasimaktadir. Diger taksonlarda
oldugu gibi bu taksonda da bir ¢ift kromozom disinda tiim kromozomlar kirmizi sinyalleri
sentromer bolgelerine daha yakin bir konumda tasimaktadir. Farkli olan bir ¢ift kromozom ise
kirmiz1 sinyali telomer bolgesinde tasimaktadir. Bir ¢ift kromozom hari¢ kirmizi sinyallerin
yogunluklar1 bir birine benzerdir. Bu kromozom iizerindeki sinyal digerlerine nazaran biraz
daha kiiciiktiir. Iki ¢ift kromozom iizerindeki yesil sinyaller telomere daha yakin bolgelerde

bulunmaktadir. Bu kromozomlardan bir ¢ifti aym1 kromozom kolu iizerinde nispeten
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sentromere daha yakin konumda ikinci bir yesil sinyal daha tasimaktadir. Yesil sinyallerin

yogunluklar1 farklilik gostermektedir. Boyle bir durumun olusmasi i¢in farkli poliploidiler

arasi eslesme ve poliploidizasyon olmalidir.

Sekil 4. 49. (b) Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 237606 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. santai aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Sari oklar aymi kromozom iizerinde bitigsik lokasyonlu yesil sinyalleri
gostermektedir. Blyitme ¢izgileri 20um’dir).

T 23 456 7 8 9

¥
=

Sekil 4. 50. (b) Pl 237606 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata subsp. santai aksesyonuna ait haploit
idiogramin goriiniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarin1 gostermektedir. 9. kromozom iizerinde bitisik lokasyonlu yesil sinyal
¢ifti bulunmaktadir. Biyiitme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 2.5. 2. Dactylis glomerata subsp. santai (Pl 237605)

FISH analizi sonras1 PI 237605 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goériiniisii

Sekil 4. 51 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 52’de sunulmustur.

Sekillerden goriilecegi lizere aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH sinyali
tasimaktadir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve diger 4'i 5S rDNA (yesil)
gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. Diger taksonlarda oldugu

gibi bu taksonda da bir ¢ift kromozom disinda tiim kromozomlar kirmizi sinyalleri sentromer
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bolgelerine daha yakin bir konumda tasimaktadir. Bir ¢ift kromozom {izerindeki kirmizi
sinyal digerlerine nazaran sentromere daha uzak bir konumda bulunmaktadir. Farkli olan bir
¢ift kromozom ise kirmizi sinyali telomer bolgesinde tasimaktadir. Yesil sinyal tagiyan her iki
kromozom Uzerindeki sinyaller telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir. Bu

aksesyonun kromozomlar1 iizerindeki sinyaller (her iki renk) yogunluk bakimindan bariz

farklilik gostermektedir.

Sekil 4. 51. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 237605 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. santai aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlari (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gOstermektedir. Bittin resimlerde biyltme cizgileri 10um’dir).

12 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14

Sekil 4. 52. Pl 237605 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata subsp. santai aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriiniisti (Kirmizt sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. BuyUtme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 2. 5. 3. Dactylis glomerata subsp. santai aksesyonlarinin degerlendirilmesi

FISH analizi yapilan iki santai aksesyonu, Dactylis cinsinin rDNA degisimi ve
filogenetik iliskilerinin anlagilmasi agisindan farkli bilgiler saglamistir. Santai Pl 237605
numarali aksesyon toplamda 16 sinyal tasimakta olup, kirmiz1 ve yesil sinyallerin sayilar1 ve
lokasyonlara dagilimlari, Pl 237606 numarali aksesyondan farkliliklar géstermistir. Santai Pl

237606 numarali aksesyona ait bitkiler farkli sinyal sayilart gOstermistir. Resimlerin bir
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kisminda (2) 8 kirmizi ve 4 yesil sinyal, bir kisminda (b) ise 10 kirmizi ve 6 yesil sinyal
saytlmistir (Cizelge 4. 6). Burda 6nemli olan interkalar yesillerin (sentromerden uzak)

telomerik yesiller ile ayn1 kromozomlar {izerine yerlesmis olmalaridir.

Cogunlukla toplam sinyal sayis1 17 veya 18 olan aksesyonlarda, sentromerik alanda
yesil sinyaller (1 veya 2 ¢ift) ile kirmiz1 sinyaller ayni1 kromozom iizerinde belirlenmislerdir.
Butln tetrapoliploid Dactylis aksesyonlarinda 4 adet telomerik konumlu yesil sinyal benzer
Ozellikler sergilemektedir. Yesil sinyallerde goriilen bu 2 farkli durum, tetrapoliploidlerin en
az iki farkli diploid atadan kokenlendigine veya kendi triploidleri ile eslestigine delil olarak
sunulabilir. Diploid aksesyonlarda da farkli lokasyonlu yesil sinyaller belirlenmistir. Bu yesil
sinyaller farkli diploidlerin hibridizasyonu ve takiben poliploidizasyonu sonucu tetrapoliploid
bitkilere ge¢misobilir. Bu gegis diploitlerden tetrapoliploidlere ayni1 lokasyonlar araciligiyla
gerceklesmis-olabilir.

Benzer bir yaklasim kirmizi sinyal say1 arts1 ve lokasyon degisimi i¢inde sdylenebilir.
Santai P1 237606 (b) aksesyonunun toplam sinyal sayisinin 18 olmas1 gerektigini diistiniirsek
kirmizi1 sinyal sayisinin artmasit gerekmektedir. Bu sinyaller muhtemelen genom igi
kromozomal degisimler veya bilmedigimiz farkli hibridizasyon mekanizmalar ile ¢ogalabilir.
Yine yesil sinyallerin kirmiz1 sinyaller ile yakin lokasyonlara yerlesmesi gerektigi géz oniinde
bulundurulursa, her iki sinyal tiirliniin aktarimi veya genom ig¢inde yer degistirmelerinin, en
azindan bazi aksesyonlar icin, her zaman ayni kromozomlar ile iligkili olabilecegi

disiiniilebilir.

Cizelge 4. 6. Dactylis glomerata subsp. santai aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA sinyal sayi,
dagilim ve lokasyonlari

Takson Aksesyon No Sinyal sayis1 Lokasyon
Adi Toplam | 5S | 255 | 55+255 | s iK T
. P1 237606 (a) 12 8 4 - 4K 2K 6(2K,4Y)
santai
P1 237606 (b) v 16 10| 6 - 6K | 4(2K,2Y) 6(2K,4Y)
PI 237605 16 12 | 4 - 8K 2K 6(2K,4Y)

S: Sentromerik, T: Telomerik, IK: interkalar, K: 25S rDNA, Y:5SrDNA temsil etmektedir. YAyn1 kromozom Uzerinde ¢ift
5S rDNA bolgesi
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Iki adet tetrapoliploid santai aksesyonuna ait rDNA say1 ve dagilimlari biiyiik
farkliliklar gostermistir. Bu durum taksonlara ait aksesyonlarin karisik popiilasyonlardan
olustuklarina veya Dactylis cinsine ait aksesyonlar i¢inde de rDNA say1, konum ve yogunluk

farkliliklar1 olabilecegine isaret etmektedir.

Dactylis cinsi ile ilgili farkli ¢alismalarda, popiilasyonlarin karisik oldugu veya
calisilan konu bakimindan popiilasyon i¢i varyasyon gosterdikleri belirtilmistir (Ardouin ve
ark. 1985, Lumaret 1988, Biiyiikbasaran 2010). Santai aksesyonlar1 daha ¢ok Akdeniz iklim
Ozellikleri gosteren alanlarda (Fas, Cezayir) yetismektedir. Benzer iklim gosteren alanlarda
diploit mairei, lusitanica ve tetrapoliploid hispanica ve marina varliklarindan da bahs
edilmistir. Ayn1 sekilde diploid ve tetrapoliploid sitotiplerin ayni alanlarda etkilesim iginde
olduklar1 belirlenmistir (Stebbins ve Zohary, 1959, Borrill ve Lindner 1971, Amirouche ve
Misset 2007).

Santai Pl 237605 aksesyonu diploit santai bitkilerinden otopoliploidizasyon sonucunda
meydana gelmis-olabilir. Santai Pl 237606 numarali aksesyon ise farkli diploitlerin
hibridizasyonu, farkliliga ugramis diploit mairei benzeri bir genomun katlanmasi veya kendi

triploidi ile tetrapoliploidinin eslesmesi sonucu meydana gelmis-olabilir
4. 2. 6. Dactylis glomerata subsp. woronowii aksesyonlarina ait bulgular

Calismamizda, Western Regional Plant Introduction Station (Pl 283243 ) ve IPK (GR
1241\94) den temin edilmis olan toplam 2 Dactylis glomerata L. subsp. woronowii aksesyonu
kullanilmis ve analiz sonuglari asagida ayr1 ayr1 sunulmustur. PI 283243 nolu aksesyon Rusya
orijinli iken GR 1241\94 nolu aksesyonun orijini belirsizdir. Aksesyonlarin ortalama 2C
cekirdek DNA icerikleri sirasiyla 8.20 ile 8. 98 pg olarak 6l¢iilmiistiir (Tuna 2015).

4. 2. 6. 1. Dactylis glomerata subsp. woronowii (Pl 283243)

FISH analizi sonras1 PI 283243 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarimin goriiniisii

Sekil 4. 53 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 54’de sunulmustur.

Aksesyon diger tetrapoliploid orneklerden farkli sinyal ozellikleri gostermistir.
Sekillerden goriilecegi iizere, aksesyonun kromozomlari tizerinde 12 adet kirmizi ve 5 adet
yesil sinyal sayilmistir. Diger taksonlardan farkli olarak bu taksonda tiim kromozomlar

kirmiz1 sinyalleri sentromer bdlgelerine daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda

167



tasimaktadir (bazilar1 interkalar bolgelerde bulunabilir). Diger tiim taksonlarda bulunan
telomerik kirmizi sinyal tasiyan kromozom ¢ifti Dactylis glomerata subsp. woronowii
taksonuna ait bu aksesyonda goriilmemektedir. Yesil sinyal tasiyan kromozomlar iizerindeki
sinyaller telomere daha yakin boélgelerde bulunmaktadir. Kromozomlar iizerindeki sinyaller
yogunluk bakimindan farklilik gostermektedir. Ayn1 kromozomun (9. kromozom) interkalar
ve telomerik bolgelerinde komsu yesil sinyal ¢ifti bulunmaktadir. Resimlerde yakin

lokasyonlarda gozlemlenen bu sinyallerden, telomerik olan sinyalin yogunlugu, digerinden

fazladir.

Sekil 4. 53. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast PI 283243 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. woronowii aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlari (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA
bolgelerini gdstermektedir. Sart oklar ayni kromozom iizerinde ¢ift yesil sinyalleri gostermektedir.
Butun resimlerde buyttme gizgileri 10um’dir).

"TTITEFTTIFTROOTOTR T

Sekil 4. 54. Pl 283243 nolu tetraploid Dactylis glomerata subsp. woronowii aksesyonuna ait haploit idiogramin
goriiniisic (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarini gostermektedir. 9. kromozomun homologunda sentromere daha yakin olan ikinci
yesil sinyal bulunmamaktadir. Biyiitme ¢izgisi 1 pm’dir).

4. 2. 6. 2. Dactylis glomerata subsp. woronowii (GR 1241\94)

FISH analizi sonrast GR 1241194 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarimin goriinisii

Sekil 4. 55 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 56’de sunulmustur.
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Bu aksesyonun kromozomlari Uzerinde, sekillerden de goriilecegi iizere, 16 mitotik
kromozom FISH sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4
tanesi 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gdstermektedir.
Diger Dactylis glomerata subsp. woronowii aksesyonunda oldugu gibi bu aksesyonda da tiim
kromozomlar kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine daha yakin ancak sentromere farkli
uzakliklarda tagimaktadir. Diger tiim taksonlarda bulunan telomerik kirmizi sinyal tasiyan
kromozom cifti Dactylis glomerata subsp. woronowii taksonunun bu aksesyonunda da
gorilmemektedir. Yesil sinyal tasiyan kromozomlar iizerindeki sinyaller telomere daha yakin

bolgelerde bulunmaktadir. Kromozomlar iizerindeki sinyaller yogunluk bakimindan farklilik

gostermektedir.

Sekil 4. 55. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast GR 1241\94 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata
subsp. woronowii aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin gériiniisiic ve rDNA lokuslarinin
kromozomlar {izerindeki fiziki lokasyonlari (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA
bolgelerini gostermektedir. Buyutme cizgileri 10pum’dir).

T 2 3 4 56 7 & 98 101 12131
Sekil 4. 56. GR 1241\94 nolu tetrapoliploid Dactylis glomerata subsp. woronowii aksesyonuna ait haploit

idiogramin goriiniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi
yogunluk ve lokasyonlarini gostermektedir. Blyutme ¢izgisi 1 um’dir).
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4. 2. 6. 3. Dactylis glomerata subsp. woronowii aksesyonlarinin degerlendirilmesi

Cizelge 4. 7 incelendigi zaman, 2 aksesyona ait sinyal say1 ve dagilimlarinda benzer
Ozelliklerin yani sira karakteristik farkliliklar da gérilmektedir. Aksesyonlarda toplam sinyal
sayilar1 farkli olsada, genel olarak sinyallerin lokasyon goruntileri benzerlik gostermektedir.
Ancak Pl 283243 numarali aksesyonda yesil sinyal (5S rDNA) sayisinin 5 olmasi farklilk
olusturmaktadir. Bu sekilde bir sinyal sayisi, bu tetrapoliploit bitkilerin triploidlerinin farkli
diploidler ile eslesmesi sonucu gerceklesmis olabilir. Bu durumda bu taksonun olusmasinda

otopoliploidizasyon sonrasi hibridizasyon gerceklesmis gibi goriinmektedir.

Cizelge 4. 7. Dactylis glomerata subsp. woronowii aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA sinyal
say1, dagilim ve lokasyonlar1

Takson Aksesyon No Sinyal sayisi Lokasyon
Adi Toplam | 5S | 255 | 5S+25S s iK T
. | P1283243* 17 12 5 - 8K 5(4K,1Y) 4Y
woronowii
GR 1241/94 16 12 4 - 8K 4K 4Y

S: Sentromerik, T: Telomerik, IK: interkalar, K: 5S rDNA, Y: 25SrDNA temsil etmektedir. * Ayni kromozom {izerinde
Gift 25S rDNA bolgesi bulunmaktadir

Dactylis glomerarta subsp. woronowii’ye ait diploid ve tetrapoliploid sitotipler yakin
habitatlarda belirlenmistir (Stebbins ve Zohary 1959, Doroszewska 1963). Diploid woronowii
taksonu, en eski Dactylis Uyelerinden kabul edilmektedir (Mizianty 1990). Diploid ve
tetrapoliploid woronowii DNA hacimleri arasinda iki kat kadar fark bulunmustur (Biiyiikbasar
2010, Tuna 20015). Yine tetrapoliploid aksesyonlarin DNA hacimleri arasinda 1 pg’a yakin
fark bulunmustur (Tuna 2015). Flowsitometri sonuglarida woronowii genomunun istikrarli
olmadigimi gostermektedir. Bu durum cinsin genis anlamda bir intraspesifik tireme durumu
sergiledigini ve en azindan bazi tetrapoliploidler i¢in segmental otopoliploidizasyonun daha

gegerli oldugunu gostermektedir.
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4. 2. 7. Dactylis glomerata L. subsp. aschersoniana (ABY-Bc 6223-1971U) aksesyonuna
ait bulgular

Calismamizda, IBER’den temin edilmis olan tek bir Dactylis glomerata L. subsp.
aschersoniana aksesyonu (ABY-Bc 6223-1971U) kullanilmis ve analiz sonuglar1 asagida
sunulmustur. Aksesyonun ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 8.18 pg olcililmiistiir (Tuna
2015).

FISH analizi sonrast ABY-Bc 6223-1971U nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin
goriiniisti Sekil 4. 57 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 58’de sunulmustur. Sekillerden de
goriilecegi lizere aksesyonun 12 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH
sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin
(lokus) bulundugu lokasyonlart géstermektedir.

Dactylis taksonlarinin ¢ogunda oldugu gibi bu aksesyonda da bir ¢ift kromozom harig
kalan tim kromozomlar kirmiz1 sinyalleri sentromer bolgelerine daha yakin ancak sentromere
farkli uzakliklarda tasimaktadir. Bir ¢ift kromozom ise Dactylis taksonlarinin ¢ogunda oldugu
gibi telomerik kirmizi sinyale sahiptir. Yesil sinyal tasiyan kromozomlar iizerindeki sinyaller
diger Dactylis taksonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir.

Kromozomlar {izerindeki sinyaller yogunluk bakimindan farklilik géstermektedir.

Sekil 4. 57. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast ABY-Bc 6223-1971U nolu tetrapoliploid Dactylis
glomerata subsp. aschersoniana aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA
lokuslarimin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlart (Kirmizi1 sinyaller 258 ve yesil sinyaller 5S
rDNA bolgelerini gostermektedir. Blyutme ¢izgileri 10um’dir).
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Sekil 4. 58. ABY-Bc 6223-1971U tetraploid Dactylis glomerata subsp. aschersoniana aksesyonuna ait
haploit idiogramin goriiniisii (Kirmuizi sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA
sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini géstermektedir. Blyutme ¢izgisi 1 um’dir).

Taksonomi sitesi The Plant List’te Dactylis glomerata subsp. aschersoniana (Graebn.)
Thell, subsp. lobata (Drejer) Lindb. F. ve Dactylis polygama Horv., adlandirmalari sinonim
olarak kullanilmistir (www.theplantlist.org/1/). Bu durumda g¢alismada yer alan, diploid
subsp. lobata (Pl 283242), tetrapoliploid lobata (ABY-Bc 5645-2004U, Pl 372621) ve
tetrapoliploid aschersoniana (ABY-Bc 6223-1971U) aksesyonlari arasinda bir karsilastirma

yapabiliriz (Cizelge 4. 8). Aschersoniana (ABY-Bc 6223-1971U) aksesyonu ile tetrapoliploid
lobata (ABY-Bc 5645-2004U, Pl 372621) aksesyonlarinin sinyal say1 ve dagilimlari oldukca
benzer bulunmustur. Sinyallerin yogunluklarida benzer goriintiiler vermistir. Yalniz, Cizelge
4. 8 ‘de goriildigii gibi tetrapoliploid lobata ve tetrapoliploid aschersoniana aksesyonlarinin
direk diploid lobata aksesyonundan olusmadiklar1 goriilmektedir. Ancak bu durum i¢in daha

cok ornek ile karsilastirma yapmak gerekmektedir.
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Cizelge 4. 8. Diploid lobata (Pl 283242) ile tetrapoliploid lobata (ABY-Bc 5645-2004U, PI
372621) ve aschersoniana (ABY-Bc 6223-1971U) aksesyonlarina ait 5S ve
25S rDNA sinyal say1, dagilim ve lokasyonlari

Takson adi Aksesyon No Sinyal sayis1 Lokasyon
Toplam | 255 | 55 |5S5+25S | S | IK T
lobata (2n) Pl 283242 8 6 2 - 4K | 2K 2Y
lobata (4n) ABY-Bc 5645-2004U 12 8 4 - 4K | 2K | 6(2K,4Y)
Pl 372621 12 8 4 - 4K | 2K | 6(2K,4Y)
aschersoniana (4n) | ABY-Bc 6223-1971U 12 8 4 4K | 2K | 6(2K,4Y)

S: Sentromerik, T: Telomerik, IK: interkalar, K: 5S rDNA, Y: 25SrDNA temsil etmektedir.

Flow sitometri sonuglarina gore tetrapoliploid lobata (8,41 pg) ve aschersoniana (8.18
pg) genom hacimleri birbirlerine ¢ok yakindir (Tuna 2015). Benzer sekilde sinyal 6zellikleri
de birbirine gok benzemektedir. Yanisira tetrapoliploid lobata’larin DNA hacim ortalamalari
diploid lobata’nin (4,94 pg) yaklasik 1,7 kat1 kadar ¢ikmaktadir (Tuna 2015). Yani tam 2 kati
kadar ¢ikmamaktadir. Bu durumda tetrapoliploid lobata diploid lobata’nin poliploidisi
olmayabilir. Bununla beraber otopoliloidizasyon benzeri bir olay var ise tetrapoliploid
genomlarda bazi indirgenmeler oldugu sOylenebilir. Bu indirgenmelerin baska genom yapilari
ile beraber rDNA kopya sayilarinda da meydana gelmesi muhtemeldir. Ayn1 zamanda 12
sinyal tasiyan tetrapoliploid Dactylis’ler, sinyal sayis1 6 olan bir diploidden kokenlenmis
olabilirler. Ya da diploid lobata’dan indergenmemis bir gamet ile normal bir santai

genomunun birlesmesi sonucu da olusabilirler.

4. 2. 8. Dactylis marina aksesyonlarina ait bulgular

Calismamizda Dactylis marina taksonuna ait toplam 9 aksesyon incelenmistir. Bu
aksesyonlardan ABY-Bc 7213-0000U numarali olan1 IBER gen bankasindan temin edilmistir.
Aksesyonun mensei belirsizdir. Diger 8 aksesyon (PI 477989, PI 346970, PI 346969, PI
346968, Pl 346967, Pl 237604, Pl 577066 ve Pl 577065) ise Western Regional Plant
Introduction Station gen bankasindan temin edilmistir. Bu aksesyonlardan PI 477989

numarali olan1 Fransa kokenli, diger tiim aksesyonlar ise Portekiz kokenlidir. Aksesyonlarin
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ortalama 2C cekirdek DNA icerikleri 8.27 ile 8. 69 pg arasinda degisim gostermektedir (Tuna
2015). Aksesyonlara ait FISH analiz sonuglari asagida ayr1 ayr1 sunulmustur.

4. 2. 8. 1. Dactylis marina Borrill (ABY-Bc 7213-0000U)

FISH analizi sonrast ABY-Bc 7213-0000U nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin
goriiniisti Sekil 4. 59 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 60’de sunulmustur. Sekillerden de
goriilecegi lizere aksesyonun 12 mitotik kromozomu FISH sinyali tagimaktadir. FISH
sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin
(lokus) bulundugu lokasyonlar1 géstermektedir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlari, kirmizi sinyalleri sentromer
bolgelerine daha yakin bulundurmakta, ancak kirmizi sinyallerin sentromere uzakliklari
cesitlilik gostermektedir. Diger taksonlarin ¢ogunda gozlenen telomerik kirmizi sinyal bu
aksesyona ait bitkilerde bulunmamaktadir. Yesil sinyaller ise diger Dactylis taksonlarinda

oldugu gibi telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir. Kromozomlar tzerindeki sinyaller

yogunluk bakimindan farklilik géstermektedir

Sekil 4. 59. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi ABY-Bc 7213-0000U nolu tetrapoliploid Dactylis
marina aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisiic ve rDNA lokuslarmin kromozomlar
iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini
gostermektedir. Buyltme gizgileri 20um’dir).
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Sekil 4. 60. ABY-Bc 7213-0000U tetrapoliploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit idiogramin goriiniisii

(Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve
lokasyonlarin1 gostermektedir. Blytitme ¢izgisi 1 pum’dir).

4. 2. 8. 2. Dactylis marina (P1 477989)

FISH analizi sonras1 PI 477989 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarmin goriiniisii
Sekil 4. 61 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 62’de sunulmustur. Sekillerden de
goriilecegi lizere aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH sinyali tagimaktadir. FISH
sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bdlgelerinin

(lokus) bulundugu lokasyonlar1 géstermektedir.

Dactylis taksonlarinin ¢gogunda oldugu gibi bu aksesyonda da bir ¢ift kromozom harig
tiim kromozomlar kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine daha yakin ancak sentromere farkli
uzakliklarda tasimaktadir. Bir ¢ift kromozom ise Dactylis taksonlarinin ¢ogunda oldugu gibi
telomerik kirmizi sinyale sahiptir. Yesil sinyal tastyan kromozomlar iizerindeki sinyaller diger
Dactylis taksonlarin ¢ogunda oldugu gibi telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir.

Kromozomlar {izerindeki sinyaller yogunluk bakimindan farklilik gdstermektedir.

Sekil 4. 61. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 477989 nolu tetrapoliploid Dactylis marina
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini gostermektedir.
Buyutme gizgileri 10um’dir).
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Sekil 4. 62. P1 477989 nolu tetrapoliploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit idiogramin gériiniisii (Kirmizi
sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini
gOstermektedir. BlyUtme ¢izgisi 1 um’dir).

4. 2. 8. 3. Dactylis marina (P1 346970)

FISH analizi sonras1 PI 346970 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goériiniisii
Sekil 4. 63 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 64’de sunulmustur. Sekillerden de
gorlilecegi lizere aksesyonun 12 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH
sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin

(lokus) bulundugu lokasyonlar1 géstermektedir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlar1 kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine
daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tagimaktadir. Diger taksonlarin ¢ogunda
gozlenen telomerik kirmizi sinyal bu aksesyona ait bitkilerde bulunmamaktadir. Yesil
sinyaller ise diger Dactylis taksonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin bolgelerde
bulunmaktadir. Kromozomlar {izerindeki sinyaller yogunluk bakimindan farklilik

gOstermektedir.

PI 346970 nolu aksesyon sinyallerin say1 ve deseni bakimindan ABY-Bc 7213-0000U
nolu aksesyon ile biiyiik bir benzerlik gostermektedir. Zayif sinyallerden dolayr bazi
resimlerde kirmizi sinyalleri belirlemek zor olmustur. Bu durum, kirmizi prob miktari ile ilgili
olabilecegi gibi, genoma 06zgili bir durumda olabilir. Baz1 rDNA yapilarinin, kopya sayilar
daha az oldugundan 1s1malar1 daha kiigiik olabilmektedir. Yesil sinyal ciftleri arasinda yariya

yakin bir yogunluk farki bu aksesyonda da gortlmektedir.
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Sekil 4. 63. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi 346970 nolu tetrapoliploid Dactylis marina
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmiz: sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bélgelerini gostermektedir.
Buyutme gizgileri 10pum’dir.
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Sekil 4. 64. Pl 346970 nolu tetraploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit idiogramim gériiniigii (Kirmizi
sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini
goOstermektedir. BlyUtme ¢izgisi 1 pum’dir).

4. 2. 8. 4. Dactylis marina (P1 346969)

FISH analizi sonras1t PI 346969 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarmin goriiniisii
Sekil 4. 65 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 66’de sunulmustur. Sekillerden de
gorlilece8i lizere aksesyonun 18 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH
sinyallerinin 14 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bdlgelerinin
(lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir. Aksesyon, calismamizda incelenen tiim

aksesyonlar arasinda en yliksek kirmizi sinyal sayisina sahiptir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlari, kirmizi sinyalleri sentromer
bolgelerine daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tasimaktadir. Diger taksonlarin
cogunda gozlenen telomerik kirmizi sinyal bu aksesyona ait bitkilerde bulunmamaktadir.
Kirmizi sinyallerden 4 tanesi zayif i1gima yapmistir. Yesil sinyaller ise diger Dactylis
aksesyonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir. Kromozomlar

tizerindeki sinyaller yogunluk bakimindan farklilik géstermektedir.
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Sekil 4. 65. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 346969 nolu tetrapoliploid Dactylis marina
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar tizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdélgelerini gostermektedir.
Buyttme cizgileri 10um’dir).
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Sekil 4. 66. P1 346969 nolu tetrapoliploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit idiogramin gértniisii (Kirmizi
sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarin
gostermektedir. Blyiitme ¢izgisi 1 pum’dir).

4. 2. 8. 5. Dactylis marina (PI 346968)

FISH sonras1 PI 346968 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goriiniisii Sekil 4.
67 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 68’de sunulmustur. Sekillerden de goriilecegi iizere
bu aksesyona ait bitkilerin kromozom morfolojileri diizgiin ve metefaz plagina iyi
dagilmiglardir. Preparatlarda sitoplazmik kalint1 ve kirlilikte bulunmadigindan aksesyona ait
sinyal say1 ve desenleri ¢ok rahat belirlenmistir. Aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH
sinyali tasimaktadir. Biiyiik boya sahip kromozomlardan biri ayn1 kolu tizerinde hem kirmizi
hemde yesil sinyali birlikte tagimaktadir. Ancak bu kromozomun homologunda yesil sinyal

bulunmamaktadir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 5 tanesi 5S rDNA
(yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlar1 kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine
daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tagimaktadir. Diger taksonlarin ¢ogunda

gozlenen telomerik kirmizi sinyal bu aksesyona ait bitkilerde de bulunmamaktadir. Bir tanesi
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hari¢ yesil sinyaller ise diger Dactylis taksonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin
bolgelerde bulunmaktadir. Farkli lokasyonda bulunan bu yesil sinyal ise sentromere daha
yakin bir bolgede bulunmaktadir. Kromozomlar iizerindeki sinyaller yogunluk bakimindan

farklilik gostermektedir.

Sekil 4. 67. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 346968 nolu tetrapoliploid Dactylis marina
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar tizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdélgelerini gostermektedir.
Beyaz oklar, sentromerik lokasyonlu 5S+25S rDNA tasiyan kromozomlar1 gostermektedir. Butin
resimlerde bayltme cizgileri 10um’dir).
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Sekil 4. 68. P1 346968 nolu tetrapoliploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit idiogramin gériiniisii (Kirmizi
sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini
gostermektedir. 4. kromozom tizerinde sentromerik 5S+25S rDNA bolgesi mevcuttur, homologunda
5S rDNA sinyali yoktur. Biyttme ¢izgisi 1 um’dir)

4. 2. 8. 6. Dactylis marina (P1 346967)

FISH anlizi sonrasi PI 346967 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goériiniisii
Sekil 4. 69 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 70’de sunulmustur. Sekillerden de
goriilecegi iizere aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. Biiyiik boya
sahip kromozomlardan biri aym1 kolu iizerinde hem kirmizi hemde yesil sinyali birlikte
tasimaktadir. Ancak bu kromozomun homologunda yesil sinyal bulunmamaktadir. Yesil

sinyal kirmiz1 sinyalden biraz daha yogun 1s1ma yapmustir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S
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rDNA (kirmizi) ve 5 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlari
gostermektedir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlar1 kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine
daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tagimaktadir. Diger taksonlarin ¢ogunda
gozlenen telomerik kirmizi sinyal bu aksesyona ait bitkilerde de bulunmamaktadir. Bir tanesi
hari¢ yesil sinyaller ise diger Dactylis taksonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin
bolgelerde bulunmaktadir. Farkli lokasyonda bulunan bu yesil sinyal ise sentromere daha
yakin bir bolgede bulunmaktadir. Kromozomlar {izerindeki sinyaller yogunluk bakimindan

farklilik gostermektedir.

Bu sinyal ozellikleri ile aksesyon yukaridaki Pl 346968 aksesyonuna genetik olarak

cok benzemektedir.

Sekil 4. 69. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 346967 nolu tetrapoliploid Dactylis marina
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdélgelerini gostermektedir.
Beyaz oklar, ayni lokasyonlu 5S+25S rDNA tasiyan kromozomlari gostermektedir. Buyltme
cizgileri 10pum’dir).
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Sekil 4. 70. Pl 346967 nolu tetraploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit ideogramin gériiniisii (Kirmizi
sinyaller 25S, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini
gOstermektedir. 10. kromozom (zerinde sentromerik 5S+25S rDNA bdlgesi mevcuttur,
homologunda 5S rDNA sinyali bulunmamaktadir. Buyttme gizgisi 1 pm’dir).
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4. 2. 8. 7. Dactylis marina (P1 237604)

FISH anlizi sonras1 PI 237604 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goériiniisii
Sekil 4. 71 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 72’de sunulmustur. Sekillerden de
goriilecegi Uzere aksesyonun 12 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH
sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bdlgelerinin

(lokus) bulundugu lokasyonlar1 géstermektedir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlar1 kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine
daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tagimaktadir. Diger taksonlarin ¢ogunda
gozlenen telomerik kirmizi sinyal bu marina aksesyona ait bitkilerde de bulunmamaktadir.
Kirmiz1 sinyallerin 4’ii gorece kuvvetli, 4’ zayif 1s51ma yapmistir. Yesil sinyallerden ikisi
diger ikisine oranla oldukc¢a kuvvetli 1s1ma yapmustir Yesil sinyaller ise diger Dactylis
taksonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir (Sekil 4. 71 ve 4.
72).

P1 237604 nolu aksesyon sinyallerin say1 ve deseni bakimindan ABY-Bc 7213-0000U

ve P1 346970 nolu aksesyon sinyal ézellikleri ile blyuk bir benzerlik géstermektedir.

Sekil 4 71. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonras1 PI 237604 nolu tetrapoliploid Dactylis marina
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini gostermektedir.
Biiyutme ¢izgileri 10um’dir).
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Sekil 4. 72. P1 237604 nolu tetrapoliploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit idiogramin gériniisii (Kirmizi
sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini
gostermektedir. Blyiitme ¢izgisi 1 pum’dir).

4. 2. 8. 8. Dactylis marina (Pl 577066)

FISH analizi sonras1 PI 577066 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarmin goriiniisii
Sekil 4. 73 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 74’de sunulmustur. Sekillerden de
goriilecegi lizere aksesyonun 12 mitotik kromozomu FISH sinyali tasimaktadir. FISH
sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bdlgelerinin

(lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlar1 kirmizi sinyalleri sentromer bolgelerine
daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tasimaktadir. Diger taksonlarin ¢ogunda
gbzlenen telomerik kirmizi sinyal birgcok marina aksesyonunda oldugu gibi bu aksesyona ait
bitkilerde de bulunmamaktadir. Yesil sinyaller ise diger Dactylis taksonlarinda oldugu gibi
telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir. Kromozomlar tizerindeki sinyaller yogunluk
bakimindan farklilik géstermektedir. Kirmizi sinyallerin 4’{i yogunluk olarak, diger kirmizi
sinyallerden biraz fazladir. Genellikle 2 kirmizi sinyal digerlerine gore daha kigik
yogunluktadir. Yesil sinyallerin 4’ii de telomerik olup, 2’si yogunluk olarak, diger ikisinden
ayrilmaktadir (Sekil 4. 73 ve 4. 74).

P1 577066 nolu aksesyon sinyallerin say1 ve deseni bakimindan ABY-Bc 7213-0000U,
P1 346970 ve Pl 237604 nolu aksesyonlar ile buyuk bir benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4. 73. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 577066 nolu tetrapoliploid Dactylis marina
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bdlgelerini gostermektedir.
Biyutme ¢izgileri 10um’dir).
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Sekil 4. 74. P1 577066 nolu tetrapoliploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit idiogramin gériniisii (Kirmizi
sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini
gOstermektedir. BlyUtme ¢izgisi 1 um’dir).

4. 2. 8. 9. Dactylis marina (P1 577065)

FISH analizi sonras1 PI 577065 nolu aksesyonun mitotik kromozomlarinin goériiniisii
Sekil 4. 75 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 76’de sunulmustur. Sekillerden aksesyonun
16 mitotik kromozomunun FISH sinyali tasidigi gorilmektedir. Orta boya sahip
kromozomlardan bir ¢ifti aym kolu tizerinde hem kirmizi hemde yesil sinyali birlikte
tagimaktadir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 6 tanesi 5S rDNA (yesil)
gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 géstermektedir.

Diger taksonlarin ¢cogunlugunda oldugu gibi bu taksonda da bir ¢ift kromozom diginda
tim kromozomlar kirmizi sinyalleri sentromer bdlgelerine daha yakin bir konumda
tasimaktadir. Bir ¢ift kromozom iizerindeki kirmizi sinyal digerlerine nazaran sentromere
daha uzak bir konumda (interkalar) bulunmaktadir. Farkli olan bir ¢ift kromozom ise kirmizi
sinyali telomer bolgesinde tasimaktadir. Yesil sinyaller iki kromozom ¢iftinin telomere yakin
bolgelerinde bulunurken, bir ¢ift kromozom yesil sinyali ayni kol tizerindeki kirmiz1 sinyal ile

birlikte telomerden nispeten daha uzak bir lokasyonda tagimaktadir. Bu aksesyonun
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kromozomlar1 {izerindeki sinyaller (her iki renk) yogunluk bakimindan farklilik
gostermektedir. Aksesyona ait bitkilerin kdk ucu dokulart kullanilarak yapilan preparatlarda
kromozom morfolojilerinin ve hiicre icerisindeki dagilimlarinin yeterince iyl olmamasi

nedeniyle, sinyal say1r ve lokasyonlarin1 hasas bir sekilde belirlemede bazi sorunlar ile

karsilasilmistir.

Sekil 4. 75. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi PI 577065 nolu tetrapoliploid Dactylis marina
aksesyonuna ait mitotik kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki
fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini gostermektedir.
Sar1 oklar K+Y sinyal giftlerini tagiyan kromozomlar1 gostermektedir. Blyitme cizgileri 10um’dir).

72 3 4 5 6 7 8 9 101 1zZ13 4
Sekil 4. 76. P1 577065 nolu tetrapoliploid Dactylis marina aksesyonuna ait haploit idiogramin gértiniisii (Kirmizi
sinyaller 25S rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini

goOstermektedir. 8. kromozom fizerinde kirmizi ve yesil sinyaller birlikte ayn1 kromozom kolu
tizerinde bulunmaktadir. Bityiitme ¢izgisi 1 um’dir).

4. 2. 8. 10. Dactylis marina aksesyonlarinin degerlendirilmesi

Ribozomal DNA (5S ve 25S) FISH sinyalleri incelen 9 marina aksesyonun toplam
sinyal sayis1 12, 16, 17, 18, kirmiz sinyal sayis1 (25S) 8, 12, 14 ve yesil sinyal sayis1 (5S), 4,
5, 6 seklinde sayisal bir gesitlilik gostermistir.

Cizelge 4. 9 incelendiginde ABY-Bc 7213-0000U, PI 346970, Pl 237604, Pl 577066,
nolu aksesyonlarm FISH sinyal say1 12 ve dagilimlarinin (8K+4Y) aymi oldugu
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gorilmektedir. PlI 346968 ve Pl 3469 aksesyonlar1 17 FISH sinyaline sahip olup, bu
sinyallerin lokasyonlara dagilimi (12K+5Y) seklindedir. PI 346969 ve PI 577065 aksesyonlari
toplamda 18 FISH sinyali gostermektedir. Ancak bu sinyallerin dagilimi farklilik
gostermektedir. Pl 346969 aksesyonunda 18 sinyalin dagilimi (14K+4Y) seklinde, PI 577065
aksesyonunda ise 18 sinyalin dagilimi (12K+6Y) seklinde gozlenmistir. Son olarak P1 477989
aksesyonun 16 sinyale sahip oldugu ve bu sinyallerin (12K+4Y) seklinde bir dagilim

gosterdikleri saptanmustir.

Lokasyon bakimindan, kirmiz1 sinyaller, interkalar pozisyonda (sentromerden gorece
daha uzak) aksesyonlara bagli olarak 2 veya 4 adet sinyal lokasyonu gosterirken, geriye kalan
kirmizi sinyallerin hepsi (Pl 477989 ve Pl 577065 hari¢) sentromerik lokasyonlarda
gozlemlenmislerdir. Pl 477989 ve PI 577065 aksesyonlar1 farkli olarak diger marina
aksesyonlarinda gozlemlenmeyen birer ¢ift telomerik kirmizi sinyale sahiptir. Bitln
aksesyonlar telomerik konumda 4 adet yesil FISH sinyaline sahip iken, Pl 346968 ve Pl 3469
numarali aksesyonlar ayrica sentromerik konumda 1 (homologunda yok) ve Pl 577065

numarali aksesyon 2 adet yesil sinyale sahip bulunmustur (Cizelge 4. 9).

Marina taksonuna ait 9 aksesyondan 7’sinde telomerik kirmizi sinyal
gozlemlenmemistir. Bununla beraber, ayni {ilkeden tolanan Pl 346970, Pl 346969, PI
3469568, Pl 346967, Pl 237604, Pl 577066, Pl 577065 numaral1 aksesyonlardan 3’ 12, 2’si
17 ve 2’side 18 adet sinyal tasimaktadir. Ayni guruba giren aksesyonlarin sinyal 6zellikleri
(P1 577065 harig) biylk oranda benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte farkli guruplar

arasinda da kismen benzerlikler bulunmaktadir (Cizelge 4. 9).

FISH sonuglarina dayanarak, aksesyon sayisi fazla olan marina taksonun Dactylis
cinsinin evrimsel siireci hakkinda genelleme yapabilecegimiz bilgiler sundugu sdylenebilir.
Bu sonuglar taksonun bir veya birden fazla diploitten kdken aldigima ve toplandiklari
bolgelerde triploid bitkilerin bulundugunu gostermektedir. Yabanci tozlanan cinsin {ireme
durumu da gz oniinde bulunduruldugunda, takson genomunun tamamen dengelenmedigi ve
evrimlesme siirecinin devam ettigi sdylenebilir. Dactylis glomerata, hispanica, woronowii
taksonlarinda bazi aksesyonlarin sinyal 6zellikleri, marina aksesyonlarinda da bulunmaktadir.
Bu durumda taksonlarin benzer gelisim siiregleri gosterdiklerini sdyleyebiliriz. Ancak marina
aksesyonlarinda bazi sinyal sayi farkliliklar1 (PI 346969°da 1 kirmizi sinyalin fazlaligi),
lokasyonlara farkli dagilim (¢ogunda telomerik kirmizi olmamasi) marina taksonunun diger

taksonlardan ayirmaktadir.
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Cizelge 4. 9. Dactylis marina aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA sinyal say1, dagilim ve lokasyonlar1

Takson Aksesyon No Sinyal sayisi Lokasyon
Ad .
! Toplam | 55 | 255 | 55+255 s iK T
ABY-Bc-7213-0000U 12 8 4 - 6K 2K 4Y
Pl 477989 16 12 4 8K 2K 6(4Y,2K)
Pl 346970 12 8 4 6K 2K 4Y
. Pl 346969 18 14 4 10K 4K 4Y
marina
Pl 349668** 17 12 5 1 9(8K,1Y) 4K 4Y
Pl 346967** 17 12 5 1 9K(8K,1Y) 4K 4Y
Pl 237604 12 8 4 6K 2K 4Y
P1 577066 12 8 4 6K 2K 4Y
Pl 577065* 18 12 6 2 10(8K,2Y) 2K 6(4Y,2K)

S: Sentromerik, T: Telomerik, IK: Interkalar, K: 25S rDNA, Y: 5SrDNA temsil etmektedir.*Ayni1 kromozom Uzerinde
K+Y bolgesi bulunmakta, ancak homolog kromozomda Y sinyali yoktur. **homolog kromozomlarin ayni
lokasyonunda K+Y sinyali bulunmaktadir.

Literatiir ¢aligmalarinda marina bitkilerinin diger tetrapoliploidlerden farkli cografik
kosullarda (sarp kiy1 yamaglarinda) yetistikleri ve morfolojik olarak karakteristik (papilali
yaprak) yapilar tasidiklar1 belirtilmistir. Yakin bolgelerde benzer morfolojiye sahip farkli
diploid alt tiirlerden ve yine yakin habitatlarda yasayan farkli tetrapoliploidlerden bahs
edilmistir. Ornegin benzer morfolojik karakterler gosteren, diploid smithii ve ibizensis
taksonlar ile ilgkisi olabilecegi aktarilmistir (Borrill ve Lindner 1971, Lindner ve Garcia
1997). Aym1 zamanda populasyonlar i¢inde morfolojik karakterlerin kademeli bir degisiklik
gosterdikleri belirtilmis, bu durum resesif genlerin pozitif seleksiyon etkisine baglanmistir
(Benson ve Borrill 1969). Cins i¢i serbest iireme, poliploidizadyon, farkli diploidlerden
kdken alma (hibridizasyon) gibi dumlar dikkate alindiginda, marina alt tiirtiniin farkli rDNA
Ozellikleri sergilemesi normal bir durum olabilir. Yine tetrapoliploidler arasi sinyal
benzerlikleri, cinsin intraspesifik iireme durumu ile alakali olabilir. Yam sira bazi sikintilar,
cinse ait materyallerin toplama, adlandirma veya saklama kosullar1 nedeniyle ortaya ¢ikmis-

olabilir.
4. 2. 9. Isimsiz tetrapoliploid aksesyonlara ait bulgular

Calismamizda toplam 4 isimsiz aksesyon incelenmistir. Bu aksesyonlardan iki tanesi
2n=2x=28 (tetrapoliploid) kromozom sayisina sahip iken, diger ikisi 2n=3x=21 (triploid)

kromozom sayisina sahiptir.
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FISH analizi sonras1 1. tetrapoliploid (GRA 833\83 aksesyon numarali) aksesyonun
mitotik kromozomlarinin goriiniisii Sekil 4. 77 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 78’de
sunulmugtur. Sekillerden de goriilecegi iizere aksesyonun 16 mitotik kromozomu FISH
sinyali tasimaktadir. FISH sinyallerinin 12 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5S rDNA
(yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlari1 gostermektedir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlari, bir ¢ift hari¢, kirmizi sinyalleri
sentromer bolgelerine daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tasimaktadir.
Bunlardan 4°U interkalar diyebilecegimiz bir uzakliktadir. Farkli olan kromozom ifti
telomerik kirmizi sinyal tagimaktadir. Yesil sinyaller ise diger Dactylis taksonlarinda oldugu

gibi telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir. Kromozomlar Gzerindeki sinyaller

yogunluk bakimindan farkliliklar gostermektedir.

Sekil 4. 77. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrast GRA 833\83 nolu tetrapoliploid aksesyona ait mitotik
kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar
(Kirmizi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini gostermektedir. Biiyiitme ¢izgileri
10um’dir).
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Sekil 4. 78. GRA 833\83 nolu tetrapoliploid aksesyona ait haploit idiogramin gériiniisii (Kirmizi sinyaller 25S
rDNA, yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini gostermektedir.
Buyutme ¢izgisi 1 um’dir).
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FISH analizi sonrasi 2. tetrapoliploid 139 numarali aksesyonun mitotik
kromozomlarimin goriiniisii Sekil 4. 79 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 80’de
gosterilmistir. Sekillerden de goriilecegi lizere aksesyonun 12 mitotik kromozomu FISH
sinyali tagimaktadir. FISH sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 4 tanesi 5SS rDNA
(yesil) gen bolgelerinin (lokus) bulundugu lokasyonlar1 géstermektedir.

Aksesyona ait bitkilerin mitotik kromozomlar1, bir ¢ift hari¢, kirmizi sinyalleri
sentromer bolgelerine daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tagimaktadir. Farkli
olan kromozom c¢ifti ise telomerik kirmizi sinyal tasimaktadir. Yesil sinyaller ise diger
Dactylis taksonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir.

Kromozomlar iizerindeki sinyaller yogunluk bakimindan farkliliklar géstermektedir.

Sekil 4. 79. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi 139 nolu tetrapoliploid aksesyona ait mitotik
kromozomlarin goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlari
(Kirmuzi sinyaller 25S ve yesil sinyaller 5S rDNA boélgelerini gostermektedir. Biyiitme ¢izgileri

10um’dir).
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Sekil 4. 80. 139 nolu tetrapoliploid aksesyona ait haploit idiogramin goriiniigii (Kirmiz1 sinyaller 25S rDNA,
yesil sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini gostermektedir. Buyltme
cizgisi 1 pm’dir).

FISH analizi sonrast 1. triploid, 22 numarali aksesyonun mitotik kromozomlarinin

goriiniisti Sekil 4. 81 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 82’de sunulmustur. Sekillerden de
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goriilecegi lizere aksesyonun 11 mitotik kromozomu FISH sinyali tagimaktadir. FISH
sinyallerinin 8 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 3 tanesi 5S rDNA (yesil) gen bdlgelerinin

(lokus) bulundugu lokasyonlar1 gostermektedir.

Bu aksesyon kromozomlari, kirmiz1 sinyalleri diger bazi tetrapoliploid aksesyonlarda
oldugu gibi sentromer boélgelerine daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda
tasimaktadir. Yesil sinyaller ise diger Dactylis taksonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin
bolgelerde bulunmaktadir. Kromozomlar {izerindeki sinyaller yogunluk bakimindan
farkliliklar gostermektedir. Tam belirli olmamakla birlikte yogunlugu nispeten daha fazla olan

yesil sinyali tasiyan 4. kromozomun homologu bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu yesil

sinyalin esi de bulunmamaktadir.

Sekil 4. 81. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi 22 nolu triploid aksesyona ait mitotik kromozomlarin
goriinlisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar: (Kirmizi sinyaller 25S
ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini gostermektedir. Bilyiitme ¢izgileri 10um’dir).
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Sekil 4. 82. 22 nolu triploid aksesyona ait haploit idiogramin gériiniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil
sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarini gostermektedir. 4. Kromozomun
homologu bulunmamaktadir. Blytitme ¢izgisi 1 pm’dir).

FISH analizi sonrast 2. triploid (65 aksesyon numarali) aksesyonun mitotik
kromozomlariin goriiniisii Sekil 4. 83 ve onlara ait haploit idiogram Sekil 4. 84’de

sunulmustur.
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Sekillerden de goriilecegi tizere bu aksesyonunun 9 mitotik kromozomu FISH sinyali
tagimaktadir. FISH sinyallerinin 6 tanesi 25S rDNA (kirmizi) ve 3 tanesi 5S rDNA (yesil) gen
bolgelerinin  (lokus) bulundugu lokasyonlar1 gdstermektedir. Yesil sinyal tasiyan
kromozomlardan birinin (muhtemelen daha yogun sinyali tasiyan) homologu
bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu yesil sinyalin eside bulunmamaktadir. Kromozomlar
kirmiz1 sinyalleri diger bazi tetrapoliploid aksesyonlarda oldugu gibi sentromer bolgelerine
daha yakin ancak sentromere farkli uzakliklarda tasimaktadir. Yesil sinyaller ise diger
Dactylis taksonlarinda oldugu gibi telomere daha yakin bolgelerde bulunmaktadir.
Kromozomlar iizerindeki sinyaller yogunluk bakimindan farkliliklar gdstermektedir. Sinyal

sayilar farkli olsada, her ikKi triploid 6rnek ¢ok yakin sinyal 6zellikleri gostermistir.

Sekil 4. 83. Floresan in situ hibridizasyon analizi sonrasi 65 nolu triploid aksesyona ait mitotik kromozomlarin
goriiniisii ve rDNA lokuslarinin kromozomlar iizerindeki fiziki lokasyonlar1 (Kirmizi1 sinyaller 25S
ve yesil sinyaller 5S rDNA bolgelerini gostermektedir. Butun resimlerde biyutme cizgileri
10pm’dir).
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Sekil 4. 84. 65 nolu triploid aksesyona ait haploit idiogramin gériiniisii (Kirmizi sinyaller 25S rDNA, yesil
sinyaller 5S rDNA sinyallerinin nispi yogunluk ve lokasyonlarin1 gostermektedir. 6. kromozomun
homologu bulunmamaktadir. Blyltme ¢izgisi 1 um’dir).

Cizelge 4. 10°de isimsiz tetrapoliploid ve triploid aksesyonlara ait 5S ve 25S rDNA

sinyal say1 ve dagilimlar1 karsilastirilmistir. Cizelgede GRA 833\83 isimsiz aksesyonuna ait
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5S ve 25S rDNA sinyal say1 ve dagilimlarina bakildiginda daha ¢ok woronowii GR 1241/94
aksesyonuna benzer sinyal 6zellikleri gortlmektedir. Cizelgede sinyal dzellikleri verilen 139
numarali isimsiz aksesyon bu sinyal 6zellikleri ile sinyal say1 ve desenleri 12 adet sinyal

tasiyan, hispanica, lobata, santai, aschersoniana, aksesyonlari ile benzerlik gostermektedir.

Cizelge 4. 10. Isimsiz tetrapoliploid aksesyonlara ait 5S ve 25S rDNA sinyal say1, dagilim ve

lokasyonlar1
Takson Ad1 | Aksesyon No Sinyal sayisi Lokasyon
Toplam 55 | 25S | 5S+25S S iK T
GRA 833\83 16 12 4 - 8K 2K 6(2K,4Y)
o 139 12 8 | 4 - 4K | 2K 6(2K,4Y)
isimsiz
229 11 8 3 - 6K 2K 3y
65 @ 9 6 3 - 4K 2K 3Y

S: Sentromerik, T: Telomerik, IK: Interkalar, K: 25S rDNA, Y: 5SrDNA temsil etmektedir. ®Triploid

Iki adet triploid aksesyon arasinda sentromerik bélgede iki kirmizi sinyal olup
olmamasi fark yaratmustir. Triploid Dactylis 6rnekleri dogada habitatlar1 kesisen veya yakin
konumlu 2nX4n alanlarinda veya sadece tetrapoliploid populasyonlarin bulundugu alanlarda
gozlemlenmistir. Tetrapoliploid seviye i¢in triploid bitkilerin genom aktarilmasinda koprii

gorevi yaptiklari belirtilmistir (Borill ve Lindner 1971, Sato ve ark. 1993).

Triploid érneklerin 5S ve 25S rDNA sinyallerini tasiyan kromozom yapilart diploid ve
tetrapoliploid sinyal tasiyan kromozomlara benzemektedir. Bu iki 6rnek diploid ve
tetrapoliploid melezleri olabilir, ancak hangi atanin genetik katkisisinin daha fazla oldugu

belirsizdir. Triploid genomlar prob olarak kullanilip GISH teknigi ile bu soru cevaplanabilir.

Basit bir sekilde triploid Orneklerin indirgenmemis bir gamet (3n=3x=21)
olusturdugunu ve bu gametin var olan diploid normal gametlerle (n=x=7) eslestigini farz
edelim. Sinyal sayis1 11 olan (8K,3Y) triploid genom tetrapoliploid seviyeye ulastiginda, en
az 15 ve en fazla 16 sinyal tasiyacaktir (diploid genomlar 4 veya 5 sinyal tagimaktadir).
Diploid gametlerin kirmizi sinyal sayilart 2 veya 3 iken, yesil sinyal sayilart 1 ve 2 olarak
bulunmustur. Bu hali ile eslestirme yapacak olursak, kirmizi sinyaller, 10 veya 11, yesil

sinyaller 4 veya 5 olacaktir. Bu durum g6z Oniine alindiginda, yesil sinyallerin
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poliploidizasyon sonrasi sabit kaldigi, fakat kirmizi sinyallerin sayilarinda artma veya
azalmalar olabilecegi goriilmektedir. Bu durumlari, sinyal sayist 9 olan triploid Ornege
uyguladigimizda da benzer bir durumla karsilasmaktayiz. Kirmizi sinyal sayis1 8 veya 9
olurken yesil sinyal sayis1 4 veya 5 olmaktadir. Bu durumda o6rneklerde gordiigiimiiz fazladan
kirmiz1 sinyaller farkli mekanizmalar ile olugsmaktadir. Var olan diploidler veya bunlarin
melezlerinin poliploidizasyona ugradigini varsayarsak, bazi durumlarda tetrapoliploidlerde

sayilan yesil sinyal sayilarinin beklenenden az oldugu goriilmektedir

Bu bulgulara dayanarak, kirmizi sinyallerin beklenen sayilardan fazla olmalarinda,
poliploidizasyonun yani sira bagka genetik faktorlerinde etki ettigi soOylenebilir. Yesil
sinyallerin ise poliploidizasyon sonrasi sabit kalmasinda, triploid genomlarin aracilik
etmesinin etkisi oldugu goriinmektedir. Buradan triploid, diploid ve tetrapoliploid
genotiplerin olusturacagi genom yapilarinin rDNA sinyallerindeki farkliliklarin olugmasinda
etkili olduklar ¢karilabilir.

4.2.10. Tetrapoliploid taksonlarin karsilastirilmasi

Farkli gen banklarindan temin edilmis, farkli sayida aksesyonla temsil edilen, 9
tetrapoliploid (triploidler dahil) Dactylis taksonuna ait 5S ve 25S rDNA FISH sinyal sayi,

lokasyon ve dagilimlar1 Cizelge 4. 11°de karsilastirmali olarak verilmistir.

Cizelge 4. 11 incelendigi zaman, galisilan aksesyonlarin sahip oldugu toplam 5S ve
25S rDNA sinyal sayisi, 12, 16, 17 ve 18 olarak bulunmustur. Bununla birlikte 2 adet
triploid 6rnek sirasiyla, toplamda 9 ve 11 adet rDNA FISH sinyali gostermistir. 25S rDNA
sinyal sayis1 6 (triploid), 8, 10, 12 ve 14 seklinde, 5S rDNA sinyal sayisi ise 3 (triploid), 4, 5,
ve 6 seklinde bir sayisal gesitlilik gostermistir. Ayrica ¢alisilan 31 aksesyondan, hispanica
ABY-Bc5645-2004U aksesyonu ile santai Pl 237606 aksesyonuna ait bitkiler ikiser farkli

sinyal deseni gosterdiklerinden toplamda 33 sinyal karyotipi olusmustur.

Tetrapoliploid hispanica (Pl 306730), lobata (ABY-Bc 5645-2004U, Pl 372621),
santai (Pl 237606 (a)), aschersoniana (ABY-Bc 6223-1971U), isimsiz (139), marina (ABY-
Bc-7213-0000U, Pl 346970, P1 237604, Pl 577066), smithii (GR 7297\02) aksesyonlar1 12
adet 5S ve 25S rDNA sinyali gostermistir. Bu taksonlardan hispanica, lobata, santai,
aschersonina ve isimsiz taksonlara ait aksesyonlarda, 12 adet sinyal lokasyonlara
4S(K)+2IK(K)+6T(2K,4Y)  seklinde, marina ve smithii  aksesyonlarinda ise
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6S(K)+2IK(K)+4T(Y) seklinde dagilim gdstermistir. Bu iki sinyal dagilimi arasindaki tek
farki, 2 adet 25S sinyalinin sentromerik veya telomerik alanda bulunmasi olusturmaktadir. Bu
sinyal gurubu tetrapoliploid aksesyonlar, sinyal sayis1 6 olan, fakat diploid koleksiyonumuzda
olmayan bir diploitten kokenlenmis olabilirler. 5S ve 25S rDNA sinyal sayis1 6 olan diploid
Dactylis olup olmadiginin 6grenilmesi igin calisilmayan diger diploid taksonlar

arastirilmalidir.

Tetrapoliploid hispanica (Pl 265567, ABY-Bc-56452004U (a)), lobata (P1 316209),
marina (Pl 477989), woronowii (GR 1241/94), santai (Pl 237606 (b), Pl 237605) ve isimsiz
(GRA 833\83) aksesyonlar1 toplamda 16 adet rDNA FISH sinyali gostermistir. Hispanica,
lobata, marina, santai (Pl 237605), GRA 833\83 (isimsiz) aksesyonlarinda, 16 sinyal
lokasyonlara 8S(K)+2IK(K)+6T(2K,4Y) seklinde dagilim gostermistir.  Woronowii
aksesyonunda bu sinyal dagilimi 8S(K)+4IK(K)+4T(Y) seklinde gézlemlenmistir. ki dagilim
arasinda, telomerik kirmizi sinyal olup olmamasi fark yaratmistir. Santai (P1237606 (b))
bitkilerinde ise 16 sinyal dagilimi 6S(K)+41K(2K,2Y)+6T(2K,4Y) seklinde belirlenmistir. Bu
sinyal dagilimini diger iki dagilimdan ayiran 6zellik, 2 kirmizi sinyal eksikligi, bunun yerine
2 adet yesil (25S rDNA) sinyalin interkalar bolgeye yerlesmis olmasidir. Ayrica bu 2 adet
yesil sinyal homolog kromozomlar iizerinde yesil sinyaller ile komsudur. Bu gurup
tetrapoliploidler (santai P1237606 (b) haric) direk lobata, lusitanica veya himaleyensis gibi
bir diploitten direk otopoliploidizasyon ile olusabilirler. Sinyal dagilimi farkli olan

tetrapoliploit santai (P1237606 (b)) aksesyonu, diploit lobata ile santai poliploidisi olabilir.

Tetrapoliploid marina (Pl 349668, Pl 346967) ve woronowii (Pl 283243) aksesyonlari
17 rDNA FISH sinyali gostermistir. Biitlin aksesyonlarda bu sinyallerin 12’si kirmiz1 (5S) ve
5’1 yesil (25S) gorunmektedir. Fakat marina aksesyonlarinda bu sinyallerin lokasyonlara
dagilimi  9S(8K,1Y)+4iK(K)+4T(Y) seklinde, woronowii aksesyonunda ise 8S(K)+
S5IK(4K,1Y)+4T(Y) seklinde bulunmustur. Bu iki dagilim arasindaki fark marina
aksesyonlarinda homologu olmayan yesil sinyalin sentromerik alanda, woronowii
aksesyonunda ise interkalar alanda olmasidir. Ayrica bu sinyal marina aksesyonlarinda
kirmizi sinyal ile birlikte ayni kromozomun {izerinde, woronowii aksesyonunda ise yesil
sinyal ile birlikte ayn1 kromozom tizerindedir. Bu gurup tetrapoliploid aksesyonlar, triploid
lobata genomu ile diploit mairei genomu hibritleleri olabilirler. Her iki tetrapoliploit
aksesyonda yesil sinyal lokasyon farkliliklar1 genetik veya kromozomal degisikliklerden

kaynaklanabilir.
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Tetrapoliploid hispanica (ABY-Bc-56452004U (b), Pl 265568), glomerata (GR
669/96, 14G1000192), marina (Pl 346969, P1 577065) ve smithii (Pl 237607, GR 8202/80,
GR 1238/83) aksesyonlarinda toplamda 18 adet rDNA FISH sinyali sayilmistir. Bu 9
aksesyondan sadece marina (Pl 346969) aksesyonu farkli sinyal dagilimi gOstermistir. Bu
aksesyonda 18 sinyalin dagilimi 10S(K)+4IK(K)+4T(Y) seklinde diger 8 aksesyonda ise
10S(8K,2Y)+2IK(K)+6T(2K,4Y) seklinde belirlenmistir.  Ikinci  formiilii ~ gdsteren
aksesyonlarin farki 6 adet yesil sinyal tagimalar1 olmustur. Bu sinyallerden 4’1 telomerik
lokasyonlu olup, klasik biitlin  aksesyonlarda gozlemlenmistir. Diger 2’si sentromerik
lokasyonlarda kirmizi sinyaller ile yakin lokuslarda gozlemlenmistir. Bu gurup
tetrapoliploitler, lobata, lusitanica, himaleyensis gurubu diploitlerinden biri ile diploit mairei

arasi poliploidizasyon sonucu olusabilirler.

Toplam sinyal sayilar1 géz oniine alindiginda, aksesyonlar 4 gurub 6zelligi ve sinyal
dagilimlarina gore ise, bu guruplar genelde 2’ser alt gurup 6zelligi gostermistir. Alt guruplarin
olusmasina kiigiik lokasyon farkliliklar1 sebep olmustur. Bununla beraber bitiin aksesyonlar
telomerik lokasyonlu, hemen hemen benzer yogunluk ve goriiniimde 4 adet 25S rDNA (yesil)
sinyaline sahip bulunmustur. Bunun disinda en bilyiikk ortak &zellik, 31 tetrapoliploid
popullasyondan 20’sinin interkalar ve telomerik lokasyonlarinda gorilen 5S ve 25S rDNA
sinyal dagilim motiflerinin ayn1 olmasidir. Bu sinyal motifi 2IK(K)+6T(2K,4Y) seklinde
olup, popiilasyonlarin yaklasik %65’ine tekabiil etmektedir. Bu durum marina taksonuna ait 7
aksesyonda (tamami 9 aksesyon), woronowii’ye ait her iki aksesyonda, smithii’ye ait 1
aksesyonda (tamami 3 aksesyon) farklilik gostermistir. Bununla birlikte santai Pl 237606
aksesyonuna ait bazi bitkilerde bu durum bilinen biitiin dagilimlardan farkli ¢ikmistir. Bu
bilgiler 1s18inda tetrapoliploid taksonlarin  benzer genetik degisimler (6rnegin
poliploiidzasyon) gegirdikleri sOylenebilir. Aksesyon sayisida dikkate alindiginda marina

taksonunun diger tetrapoliploidlerden genetik olarak kismen farkli oldugu gortilmektedir.

Tetrapoliploid santai PI 237606 aksesyonuna ait bazi bitkilerde ve woronowii (Pl
283243) aksesyonlarma ait sinyal dagilim motifi, genel sinyal dagilimlarindan farkli
bulunmustur. Santai Pl 237606 aksesyonuna ait resimlerin bir kisminda 16 sinyal sayilmistir.
Bu sinyallerin lokasyonlara dagilimi, 10 kirmizi ve 6 yesil seklindedir. 18 sinyal tasiyan
aksesyonlarda da 6 adet yesil sinyal bulunmaktadir. Ancak 18 sinyal tasiyan aksesyonlarda 2
adet yesil sinyal 2 adet kirmiz1 sinyal ile yakin lokuslarda iken santai Pl 237606°de iki adet

yesil sinyal 2 adet telomerik yesil sinyal ile yakin lokuslarda gézlemlenmistir. Benzer sekilde
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17 adet (12K+5Y) sinyal tasiyan woronowii (Pl 283243) aksesyonunda 1 adet yesil sinyal
telomerik yesil sinyal ile yakin lokuslarda iken diger 17 sinyal tasiyan aksesyonlarda yesil
sinyallerden 1’1 kirmiz1 sinyal ile yakin lokuslarda gézlemlenmistir. Bu sonuglara dayanarak
baz1 tetrapoliploidlerin poliploidizasyon mekanizmalarinin farklilik gdsterdigini veya rDNA

yapilarinin lokasyonlar arasinda yer degistirdiklerini soyleyebiliriz.

Dikkat ceken durumlardan biri de smithii’ye ait 4 aksesyondan 3’(inde 18 sinyal,
sayllmis olmasidir. Benzer sekilde iki adet tetrapoliploit Dactylis glomerata’nin da sinyal
sayist 18 ¢ikmustir. Bu bilgiye dayanarak smithii ve Dactylis taksonlariin
poliploidizasyonunda daha cok iki farkli diploidin rol aldigin1 sdyleyebiliriz. Fakat bu

¢ikarimda bulunmak i¢in daha ¢ok 6rnek karsilastirilmalidir.

Ribozomal DNA (5S ve 25S) FISH o6zellikleri ¢alisilan 31 aksesyondan ikisi triploit
(3n=3x=21) poliploidi seviyesine sahiptir. Bu aksesyonlarin sinyal dagilimlar1 benzer olup
sadece sentromerik lokasyonda 2 adet kirmizi sinyalin olup olmamasi fark yaratmistir. Her iki
aksesyonun interkalar ve telomerik sinyal dgilimlari 2IK(K)+3T(Y) ayn1 olup, tetrapoliploid
aksesyonlarin biiyiik bir kismi ile benzerlik gostermistir. Triploidlerin bu sinyal 6zellikleri,
diploid ve tetrapoliploid seviyeler arasinda sinyal taginmasinda rol aldiklarini, sinyal dagilim

farklilig1 olusmasinda rol alabileceklerini gostermektedir.

Yukaridaki 5S ve 25S rDNA FISH o6zellikleri dikkate alindiginda, tetrapoliploid
genomlarmn, sinyal sayi, lokasyon ve yogunluk bakimindan ¢esitlilik gosterdikleri
gorulmektedir. Bu gesitliligin olugsmasinda hem 5S hem de 25S rDNA tekrar yapilarinin etkin
oldugu, ancak 25S rDNA yapilarinin sayisal olarak daha fazla gesitlilik olusmasina sebep
oldukar1 goriilmiistiir. Yine kromozomal lokasyonlar géz oniine alindiginda her iki sinyalin,
sentromerik, interkalar ve telomerik alanlara dagildiklar goriilmiistiir. Fakat 25S rDNA
yapilarinin daha ¢ok sentromerik, 5S rDNA yapilarimin ise daha ¢ok telomerik alanlarda
konumlandiklar1 goriilmektedir. Ancak aksesyonlara ait sinyal karyotiplerinde cesitlilik
olugmasinda, daha ¢ok her iki sinyalin sentromerik konum degisiklikleri sebep olmustur. Bu
durumda 5S ve 25S rDNA genetik yap1 degisimlerinde, kromozomlarin sentromerik
alanlarinin daha aktif olduklar1 sdylenebilir. Dactylis genomlarinda lokasyonlar arasi bu
sinyal degisimleri, poliploidizasyon, hibridizasyon veya genom i¢i de8isimlerin hepsi ile ilgili

goriinmektedir.

195



Dactylis taksonlar1 arasindaki akrabalik iligkilerini belirlemede 5S rDNA yapilarinin
daha 6nemli oldugu goriilmektedir. Clnku 25S rDNA sinyal sayilari hem takson iginde hem
de taksonlar arasinda gesitlilik gosterirken, 5S rDNA sinyal say1 degisimleri her iki durumda
da daha sabit genom 6zellikleri géstermektedir. Tiim aksesyonlarin telomerik lokasyonlarinda
4 adet 5S rDNA yapisina sahip olmalari, tetrapolaiploid taksonlarin ortak bir ataya sahip
olduklar1 anlamina gelebilir. Farkli sayida (5, 6) 25S rDNA tasiyan genotiplerin farkli
atalardan koken almisolabilecegi soylenebilir. Ornegin teorik olarak, triploid genotipler (3
adet 5S rDNA) farkli diploit genotipler ile eslestirildiginde, tetrapoliploidlerde 4 ve 5 adet 5S
rDNA sinyali olusmaktadir. Bu durumda bazi tetrapoliploit taksonlarin olugsumunda, farkl
diploitlerden ziyade daha ¢ok kendi triploitlerinin katki sagladigi goriilmektedir. Benzer
sekilde farkli diploid hibridlerine poliploidizasyon uygulandiginda, tetrapoliploidlerde

goriilen bazi yesil sinyallerin takip edilebildigi goriilmektedir.

Tetrapoliploid  taksonlar, 0zellikle ¢ok aksesyonlu olanlar g6z 6niinde
bulunduruldugunda, kendi iclerinde farkli sinyal polimorfizmleri gdstermislerdir. Ornegin
marina ve hispanica aksesyonlar1 kendi iglerinde en az 3 farkli sinyal sayr dagilimi
gostermistir. Bu dagilimlar arasinda belirli ortak 6zellikler bulunmaktadir. Tiim taksonlar
arasinda da bu Ozellik goriilmiis, ¢alisilan 31 aksesyon karigik bir popiilasyon ozelligi
gostermistir. Bu durum hem taksonlarin kdkenleri, hem de kendi aralarinda belli bir iliskinin
var olduguna isaret etmektedir. Ancak bu arada Dactylis genetik kaynaklarinin adlandirma,
korunma, g¢ogaltma gibi muglak durumlart gz oOnilinde bulundurulmali, Dactylis bitkileri

yeniden dogadan toplanip, daha kapsamli ¢caligmalar yapilmalidir.

5S ve 25S rDNA o6zelliklerine gore, tetrapoliploid taksonlarin olusmasinda, diploid
seviyede direk veya hibridizasyon sonrasi poliploidizasyon, tetrapoliploid seviyede gen akisi,
bu gen akisina triploid genomlarin eslik edip etmemesi gibi ¢ok sayida faktoriin etki ettigi

genis bir intraspesifik evrimlesme siirecinden bahsedilebilir.
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Cizelge 4. 11. Tetrapoliploid ve triploid Dactylis aksesyonlarina ait 5S ve 25S rDNA FISH
sinyal say1 ve lokasyonlar1

Takson Aksesyon No Sinyal sayisi
Adi Lokasyon
Topla | 55 | 25S | 5S+25S S iK T
m
Pl 265567 16 12 4 - 8K 2K 6(2K,4Y
ABY-Bc-56452004U (a) 16 12 4 - 8K 2K 6(2K,4Y)
hispanica | ABY-Bc-56452004U (b) * 18 12 6 2 10(8K,2Y) 2K 6(2K 4Y)
Pl 265568* 18 12 6 2 10(8K,2Y) 2K 6(2K,4Y)
P1 306730 12 8 4 - 4K 2K 6(2K,4Y)
GR 669/96* 18 12 6 2 10(8K, 2Y) 2K 6(2K,4Y)
glomerata
14G1000192* 18 12 6 2 10(8K, 2Y) 2K 6(2K,4Y)
lobata ABY-Bc 5645-2004U 12 8 4 - 4K 2K 6(2K,4Y)
P1 316209 16 12 4 - 8K 2K 6(2K,4Y)
P1 372621 12 8 4 - 4K 2K 6(2K,4Y)
ABY-Bc-7213-0000U 12 8 4 - 6K 2K 4y
P1 477989 16 12 4 - 8K 2K B6(4Y,2K)
P1 346970 12 8 4 - 6K 2K 4y
. Pl 346969 18 14 4 - 10K 4K 4y
marina
Pl 349668** 17 12 5 1 9(8K,1Y) 4K 4y
Pl 346967** 17 12 5 1 9K(8K,1Y) 4K 4y
Pl 237604 12 8 4 - 6K 2K 4y
P1 577066 12 8 4 - 6K 2K 4y
P 577065* 18 12 6 2 10(8K,2Y) 2K 6(4Y ,2K)
.. | P1283243*** 17 12 5 - 8K 5(4K,1Y) 4y
woronowill
GR 1241/94 16 12 4 - 8K 4K 4y
Pl 237607 18 12 6 2 10(8K,2Y) 2K 6(2K,4Y)
GR 8202/80* 18 12 6 2 10(8K,2Y) 2K 6(2K,4Y)
smithii GR 1238/83* 18 12 6 2 10(8K,2Y) 2K 6(2K 4Y)
GR 7297\02 12 8 4 - 6K 2K 4y
) P1 237606 (a) 12 8 4 - 4K 2K 6(2K,4Y)
santai
P1 237606 (b) v 16 10 6 - 6K 4(2K.2Y) | 6(2K,4Y)
P1 237605 16 12 4 - 8K 2K 6(2K,4Y)
ABY-Bc 6223-1971U 12 8 4 4K 2K 6(2K,4Y)
ascherson
iana
GRA 833\83 16 12 4 - 8K 2K 6(2K,4Y)
139 12 8 4 - 4K 2K 6(2K,4Y)
isimsiz 229 11 8 3 - 6K 2K 3Y
65 9 6 3 - 4K 2K 3Y

* Homolog kromozomlar tizerinde her iki rDNA bolgesi (5S+25S) mevcuttur ** Homolog kromozomlardan biri Uzerinde her
iki rDNA bolgesi (5S+25S) mevcut, ancak diger homolog kromozom yesil sinyal tasimamakta *** Homolog
kromozomlardan biri tizerinde iki adet 5S var homologunda 5S’lerden biri yok ¥ homolog kromozomlardan biri tizerinde cift
5S rDNA sinyali var © triploid aksesyon S: Sentromerik T: Telomerik, iK: interkalar
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Tetrapoliploid Dactylis 6rnekleri; morfolojik karakterler (Borill 1961), mitoz karyotip
calismalar1 (Guignard 1987), mayoz karyotip ¢alismalar1 (Jenkins 1983, Lentz ve ark. 1983,
Tosun ve ark. 1999), kloroplast DNA yapilar1 (Lumaret ve ark 1989, Sahuquillo ve Lumaret
1999), izoenzim (Lumaret 1986, Sahuquillo ve Lumarett 1995) fenolik icerikleri (Jay ve
Lumaret 1995), ekolojik (Amirouche ve Misset 2007), flow sitometri (Tuna 2015), nikleer
ITS (Stewart ve Ellison 2015) gibi farkli ¢alismalarin konusu olmustur. Biitiin bu
calismalarda, ¢aligilan tetrapoliploid taksonlar, kendi iglerinde ve aralarinada ¢aligilan konular
bakimindan, belirli bir polimorfizim gostermis, grub ve alt gurub 6zellikleri sergilemislerdir.
Bu polimorfizimler paraler denebilecek 6zellikler gostermistir. Bu durumun olusmasinda en
biylk sebebin genotiplerin ortak veya benzer genotip gosteren diploitlerden koken almasi,

yanisira cins icerisinde farkli ekotipler arasi serbest eslesme durumlar1 gosterilmistir.

Amirouche ve Misset (2007), ekolojik ve sitolojik farkliliklara dayanarak, marina ve
hispanica alt tiirlerini ayirmis, bazi hispanica popiilasyonlarinda subsp. glomerata 6zelligi
gosteren Dbitkiler gozlemledigini belirtmistir. Flow sitometri ile belirlenmis 2C-DNA
iceriklerine gore tetrapoliploidler bu 06zellik bakimindan Onemli bir varyasyon araligi
gostermistir. Fakat 2C-DNA degerleri ¢ok biiyiik dalgalanmalar gostermemistir (Tuna ve ark.
2004, 2015).

Dactylis cinsi ile ilgili molekiiller markir c¢aligmalarmin sayisinin gittikge artigi
gorilmektedir. Bu ¢alismalarda daha cok cinsin genetik gesitliliginin tarimsal 6zellikler ile
olan iliskileri arastirtlmistir. Molekiiler belirteclere dayali filogenetik calisma sayisi1 yok
denecek kadar azdir. Var olan ¢aligmalarin hepsinde, Dactylis 6rneklerine ait takson veya
populasyon i¢i genetik ¢esitliligin yiiksek oldugu, bu gesitliligin c¢alisilan 6rneklerde parallel
degerler aldiklar1 goriilmektedir (Last ve ark. 2013, Madesis ve ark. 2014, Mao ve ark. 2016,

Sun ve ark. 2017). Buda cins igerisinde genetik degisimlerin oldugunu géstermektedir.

Calismamizda da tetrapoliploid taksonlar ¢cogunlukla kendi i¢lerinde ve aralarinda 5S
ve 25S rDNA FISH sinyal say1, lokasyon ve yogunluklar1 bakimindan belirli bir varyasyon
gostermistir. Bununla beraber tetrapoliploidler arasi1 5S ve 25S rDNA FISH sinyalleri ¢aligilan
taksonlar arasi giiclii bir akrabaglik oldugunu, calismamizdan elde edilen bulgular ile

yukaridaki ¢aligmalardan elde edilen bulgularin uyumlu oldugunu géstermektedir.
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4. 3. Diploid ve Tetrapoliploid Taksonlarin Karsilastirilmasi

Diploid ve tetrapoliploid aksesyonlar kromozomal ve FISH o6zellikleri bakimindan
paraler denilebilecek 6zellikler sergilemislerdir. Her iki poliploidi seviyesine ait Dactylis
kromozomlari, satelitli, sekonder bogumlu, metasentrik ve submetasentrik sentromer durumlu
morfolojik yapilar gdstermistir. Sinyal tasiyan kromozomlarinda morfolojik olarak, az ¢ok
benzer 06zellikler gosterdikleri belirlenmistir. Ancak her iki poliploidi seviyesine ait
kromozomlar simetrik 0Ozellikler gosterdiklerinden, gorsel olarak, kromozom yapilari
hakkinda daha ayrintili bilgiler vermek zordur. Ornegin ¢ok sayida kromozom sayisina sahip
sekerkamis1 cesitlerinde, doku olarak geng¢ anterlere sahip tapetal polen ana hiicreleri
kullanildiginda, kromozom sayimi, bazi diger karyotipik 6zelliklerin veya FISH sinyallerini
belirlemenin ve karsilastirmanin daha kolay oldugu sdylenmistir. Ciinki bu dokudaki
kromozomlarin, kok meristem hiicrelerindekilere oranla daha iyi dagildiklar1 ve daha iyi
yogun olduklar1 belirtilmistir (Thumjamra ve ark. 2016). Farkli FISH yontemleri kullanilarak,
zor tanimlanan kromozomlara ait agiklayici karyotiplerin yapilabilecegi bildirilmistir. Nitekim
cok sayida kiiclik kromozoma sahip patates tiirlerine ait kromozomlar, patatese 6zgii BAC-

FISH ve 5S ve 45S rDNA FISH teknikleri kullanilarak tanimlanmistir (Dong ve ark. 2000).

Diploid Dactylis aksesyonlar1 toplamda 8 veya 10 adet rDNA FISH deseni sergilemis,
bu FISH desenlerini olusturan kirmizi (25S rDNA) sinyaller 4 ve 6, yesil (5S rDNA)
sinyaller ise 2 ve 4 seklinde sayisal bir gesitlilik gostermistir. Toplam 8 sinyale sahip
aksesyonlar, iki farkli sinyal dagilimi gostermistir. Aksesyonlardan lusitanica, lobata,
himaleyensis, 84 gurubunun sinyal dagilimi, 6K+2Y ve galicia, santai gurubunun sinyal
dagilimi ise 4K+4Y seklinde bulunmustur. Toplam sinyal sayisi 10 olan mairei ve 87
numarali isimsiz aksesyonda bu sinyallerin dagilimi, 6K+4Y seklinde bulunmustur. Bu hali
ile 2 farkli sinyal sayist 3 farkli sinyal dagilimi goriilmektedir. Ayni sinyal sayisina sahip
diploidlerde farkl: alt gurup (dagilim) 6zellikleri olusmasinda, 5S ve 25S sinyal sayi ¢esitliligi
ve bu sinyallerin 6zellikle sentromerik ve telomerik lokasyonlardaki dagilim farkliliklari
sebep olmustur. ilging olan durum ise, bu farkliliklara ragmen, farkli sinyal gurubundaki baz
aksesyonlarin sinyal dagilim desenlerinin birbirine olduk¢a benzer bulunmasi olmustur. Bu
durum aksesyonlar arasi genetik gecislerin olduguna veya farkli sinyallere sahip diploidler

arasi farkli eslesme mekanizmalarinin var olduguna isaret etmektedir.

Elimizde diploid 6rneklerden lusitanica taksonuna ait iki adet aksesyona ait sinyal

yogunluklar1 ve kromozomlara dagilimlar1 kiigiik farkliliklar gostermistir. Diger diploid
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taksonlar ise birer adet aksesyon ile temsil edildigi igin, bu taksonlar1 kendi i¢lerinde rDNA
Ozellikleri bakimindan karsilastirmak mumkin olmamistir. Var olan diploid taksonlar
yukarida belirtildigi gibi aralarinda tDNA o6zellikleri bakimindan belirli bir polimorfizim
gostermistir. Analiz edilen diploid taksonlar dikkate alindiginda, Dactylis cinsinin 2 veya
daha fazla diploid atadan kokenlendigi ya da bir diploid atadan kokenlendigi sdylenebilir.
Ancak zamanla, ¢evresel degisimler, mutasyonlar, reme bariyerleri gibi etkenler sonucu, bu
diploid atadan, farkli genetik ozellikler gosteren diploidler olusmusolabilir. Diger taraftan
sinyal ozellikleri dikkate alindiginda, diploid aksesyonlar arasi hibridizasyon veya genom igi

degisikliklerin, zamaninda, gergeklestigi sdylenebilir.

Tetrapoliploid Dactylis aksesyonlarinda toplam sinyal sayisi, 12, 16, 17, 18 kirmizi
(25S rDNA) sinyal sayist 8, 10, 12, 14 ve yesil (5S rDNA) sinyal sayis1 4, 5 ve 6 olarak
belirlenmistir. Ayrica iki adet triploid 6rnege ait sirasiyla toplamda, 9 (6K,3Y) ve 11(8K,3Y)
adet sinyal yansimasi belirlenmistir. Tetrapoliploid taksonlar kendi iglerinde ve aralarinda
ayni sinyal sayilar1 iiretmistir. Ancak olusan 5S ve 25S rDNA sinyal yapilari, say1 ve 6zellikle
de dagilimlart dikkate alindiginda bu taksonlarmn farkli alt guruplar olusturduklari
gorilmektedir. Ayrica incelenen guruplar arasinda bazi benzer sinyal motiflerinin de var
oldugu belirlenmistir. Sinyal sayr ve dagilim oOzellikleri dikkate alindiginda, taksonlarin
evrimsel gelisiminde, degisik poliploidizasyon ve hibridizasyon mekanizmalarinin etkili
oldugu gorilmektedir. Nitekim molekiler belirteglere dayanan galismalarda hem diploid hem
de tetrapoliploidler i¢in benzer olgulardan bahs edilmistir (Steward ve ark. 2013, Stewart ve
Ellison 2015).

Elimizdeki diploid orneklerin toplam sinyal sayilar1 sirasiyla 8 ve 10 adet
bulunmustur. Tetrapoliploid taksonlarda 16 sinyal tasiyan aksesyonlarm, 8 sinyal tasiyan
diploidlerden direk otopoliploidizasyon ile kokenlenmis olabilecekleri diisiiniilebilir. Bu
durumda, 16 adet sinyal tasiyan hispanica, lobata, marina ve santai aksesyonlarinin (bu
aksesyonlarin sinyal dagilimlarinin da ayni oldugu belirlenmistir), direk otopoliploidizasyon
ile tek diploitten kdkenlenmis olabilecekleri sOylenebilir. Ayni sinyal sayisina sahip
woronowii GR 1241/94 aksesyonu farkli sinyal dagilimi gostermistir. Bu aksesyon 8 sinyale
sahip fakat kismi bir farklilasma gdsteren bir diploidden poliploidize olmus veya zamanla
kendine has bir genom yapis1 kazanmis olabilir. Ornegin cografik degisimler sonrasi
farklilagsmis bir diploidin genomunun katlanmasi sonucu olusmus olabilir. Tetrapoliploid

aksesyonlardan, 16 sinyal tasiyan santai PI 237606 (b) ait bazi bitkiler diger gurup
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tiyelerinden ¢ok farkli bir sinyal dagilimi gostermistir. Diger guruba giren tetrapoliploidler 12
kirmizi ve 4 adet yesil sinyal tasirken, santai Pl 237606 (b) 6rnegi 10 kirmiz1 ve 6 yesil sinyal
durumu gostermistir. Bu sekilde bir sinyal dagiliminin olugmasi igin farkli sinyal dagilimina
sahip diploidlerin hibridizasyon sonrasi poliploidizasyona ugramalar1 gerektigi teorik olarak
gosterilebilir. Ornegin diploid santai (2K+2Y) ve lobata (3K+1Y) genomlarmin
hibridizasyonu sonrasi otopoliploidizasyona ugramasiyla 10K+6Y sinyal sayisina sahip santai

P1237606 (b) diploid genomu (tetrapoliploid) olusabilir.

Benzer sekilde 10 sinyale sahip diploidlerin yaklasik iki kat1 kadar (17 ve 18) sinyal
tastyan tetrapoliploid aksesyonlar bulunmaktadir. 18 sinyale sahip olan, hispanica, glomerata,
marina, smithii aksesyonlar1 bu diploidlerden gelismis olabilir. Bu aksesyonlardan sadece
marina (36) aksesyonu 14K+4Y sinyal dagilimima sahip olup, diger aksesyonlar 12K+6Y
sinyal dagilimina sahiptir. 17 sinyal tasityan marina (Pl 349668, Pl 346967) ve woronowii (PI
283243) aksesyonlarinin hepsi 12K+5Y sinyal dagilimi gostermistir. Ancak kirmizi ve yesil
sinyallerin lokasyonlara dagilimi, her iki sinyal durumu igin 2 farkli alt gurub olusmasina
sebep olmustur. Bu durumlar g6z 6nilinde bulunduruldugunda, yukaridaki tetrapoliploidlerin
olusmasinda, birden fazla poliploidi seviyesinin rol aldigi, direk otopoliploidizasyon veya
hibridizasyon sonras1 otopoliploidizasyon, genom igi veya genomlar arasi lokasyon degisimi
gibi olgularindan bahsedilebilir. Bunun yanmi sira tetrapoliploidlerde sinyal sayisinin 20
olmamasinda, 2 sinyalin eksik olmasinda, diploidler arasi hibridizasyon ve poliploidizasyon
sonras1 genetik degisikllikler sebep olmus olabilir. Zaten yesil sinyal sayisi dikkate
alindiginda, 4 veya lstii sinyal tasiyan diploidlerin direk poliploidizasyona katilamayacaklari

gorulmektedir.

Bu caligmadaki gibi iki renkli tDNA FISH teknigi kullanilan bazi g¢aligmalarda,
poliploidizasyon sonrasi olusan yiiksek poliploidi seviyelerinde genom ici degisiklikler
gbzlemlenmistir. Artemisia dracunculus’a ait farkli ekotipler belirgin iki farkli 5S ve 25S
lokasyon say1s1 gdstermistir. Ornegin bircok diploid Artemisia dracunculus 4 (2 lokus) rDNA
sinyali verirken, Avrasya kokenli olanlar 6 veya 10 sinyal (3 veya 5 lokus) gostermistir. Aynt
zamanda diploid, tetrapoliploid ve hekzapoliploid seviyeler arasinda 5S ve 25S rDNA sinyal
say1 ve lokasyonlar1 arasinda orantisal bir artis belirlenmis ve bu durumun poliploidizasyonu
kanitladig1 belirtilmistir. Fakat hekzapoliploid seviyede bazi kiigiik sinyal say1 degisimleri

poliploidizasyon sonrasi genetik degisimlere baglanmistir (Pellicer ve ark. 2013).
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Diploid lobata, lusitanica, himaleyensis ve 84 numarali aksesyonlar ayni sinyal
dagilimina, (6K+2Y), sahiptir. Bu gurubu lobata gurubu olarak adlandiralim, bu gurubun
verecegi gamet 3K+1Y sinyal dagilimina sahip olacaktir. Diploid santai ve galicia
aksesyonlar1 ayni sinyal, 4K+4Y, dagilimina sahip olup, bu gurubu santai gurubu olarak
adlandiralim. Bu gurubun verecegi gamet 2K+2Y sinyal dagilimina sahip olacaktir. Ayrica 10
sinyal tasiyan aksesyonlarin (mairei) olusturacagi gamet 3K+2Y sinyal dagilimina sahip
olacaktir. Bu farkli gametleri olusturan diploidlere teorik olarak hibridizasyon ve

poliploidizasyon durumlarini uygulayalim:

Diploid lobata aksesyonunun direk otopoliploidizasyonu sonucu sinyal sayisi 16
(12K+4Y) olan tetrapoliploid bitkilerin meydana gelmis olmasi mimkunddr. Lobata x mairei
caprazina ait genomun katlanmasi sonucu 18 (12K+6Y) sinyal tasiyan tetrapoliploidlerin
olusmasi da olasidir. Benzer sekilde lobata x santai caprazinin olusturdugu genomun
katlandig1 diisiiniiliirse, sinyal sayist 16 (10K+6Y) olan tetrapoliploid santai (Pl 237606)
yapist meydana gelmis olabilir. Yine triploid genom (3n=8K+3Y) ile farkli diploid
genomlarin eslesmesi sonucu 4 ve 5 adet yesil sinyal tasiyan tetrapoliploid genomlar
olusabilir. Triploidler aracilig1 ile poliploidzasyonda, baz1 tetrapoliploid genomlarda 1 veya 2
adet kirmizi sinyal eksikligi goriilmektedir. Bu eksik sinyaller tetrapoliploidler arasi gen
gecisi veya genom i¢i kromozomal degisimler sonugu meydana gelmis olabilir. Ornegin
triploid genom (3n=8K+3Y) ile mairei (3K+2Y) genomunun hibridizasyonununda, bir
kirmiz1 sinyal artist ile 17 (12K+5Y) sinyale sahip tetrapoliploid genomlar olusabilir.
Elimizdeki her iki triploid 6rnegin yesil sinyal sayisi 3 bulunmustur. Tetrapoliploidlerde yesil
sinyal sayisinin bu sekilde kiigiik kalmasi i¢in triploidlerin yapisina daha ¢ok lobata gurubu

diploidlerin katilmas1 gerektigi s6ylenebilir.

Yukaridaki diploid genotiplerin kullanilmas1 sonucu yapilan teorik eslesmelerin
higbirinde 12 (8K+4Y) adet sinyal tasiyan yap1 olusmamaktadir. Bu durumda sinyal sayis1 6
olan (4K+2Y) bir diploid genomun katlanmas1 sonucu 12 adet sinyal tasiyan tetrapoliploidler
meydana gelebilir. Benzer sekilde bu diploid ile lobata gurubundan bir diploidin eslesmesi ve
katlanmasi sonucu 14 sinyale ve mairei genomu ile eslesmesi ve katlanmasi sonucuda 16
sinyale sahip tetrapoliploidler olusabilir. Bu sekilde sinyal sayilar1 ayni fakat sinyal

dagilimlar1 farkl tetrapoliploidler olusabilir.

Calisma sonuglarinda dikkat ¢eken baska bir durum ise yesil sinyalleri takip ettigimiz

zaman, bazi diploid genotiplerin direk birbirleriyle hibridize olamama durumlarinin tespit
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edilmis olmasidir. Ornegin santai X mairei gaprazinin katlandigini varsayarsak, olusacak
tetrapoliploidin 8 adet yesil sinyal tagimasi gerekmektedir. Benzer sekilde mairei x mairei
veya santai x santai ¢aprazlari katlandiginda da olusacak tetrapoliploidlerin 8 adet yesil sinyal
tasimasi1 gerekecektir. Bu eslestirmeler, yesil sinyal sayilar1 4 olan diploidlerin direk veya
hibridizasyon sonrasi diploidize olamayacaklarini, yesil sinyal sayist 2 olan diploidler ile
tetrapoliploidlerin yapisina katilabileceklerini gOstermektedir. Bunun diginda 5S rDNA

sayilarinin katlanmasini engelleyen baska genetik mekanizmalar da olabilir.

Yukaridaki bulgular sayesinde, lobata gurubu diploidlerinin yaygin olabilecegi,
genetik veya cevresel degisimler sonucu farkli genotipler olusturabilecekleri, farkli diploidler
ile hibridize olabilecekleri anlasilmaktadir. Ayrica biitiin diploidler arasi eslesme
durumlarinin olmayacagi, baz1 siirlamalarin olabilecegi anlagilmaktadir. Bununla beraber
direk poliploidizasyon sonrasi, kirmizi sinyaller katlar halinde artarken, yesil sinyaller icin
boyle bir durumun sadece 2 adet yesil sinyal tasiyan diploidler i¢in gegerli oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla diploidlerde sayis1 4 olan yesil sinyallerin tetrapolipoidlerde katlar
halinde karsiliklar1 bulunmamaktadir. Yesil sinyal sayilarinin sabit kalmasinda, 4 adet yesil
sinyal tasiyan diploidlerin direk poliploidizasyona katilmamalart; lobata gibi bir diploid ile
eslesmeleri sonucu, yesil sinyal sayilarinin indirgenmesi gerektigi gorinmektedir. Lobata gibi
bir diploidin, birgok tetrapoliploidin yapisina direk veya hibridizasyon yolu ile katilma
durumu genomik insitu hibridizasyon (GISH) teknigi ile arastirilmalidir. Eger bu diploid direk
bir tetrapoliploidin yapisina katilmig ise iki genom arasinda yiiksek homoloji olmasi beklenir.
Hibridizasyon sonucu bir tetrapoliploidin yapisina katilmis ise, iki genom arasinda kismi bir
homoloji olmas1 beklenir. Benzer sekilde sadece yesil sinyallere 6zgii problar kullanilarak, bu
sinyallerin poliploidi seviyeleri arasindaki iligkileri farkli FISH teknikleri ile takip etmek

mUmkun olabilir.

Tetrapoliploid aksesyonlarin sinyal dagilimlar1 goz Oniine alindiginda, 4 sinyal
gurubunun kendi iginde 2 veya 3 alt gurub olusturduklar1 gériilmektedir. Bu alt guruplarin
olugmasinda, daha c¢ok kirmizi sinyaller olmak iizere, her iki sinyal gurubunun sayr ve
lokasyon degisimleri sebep olmaktadir. Her iki sinyal gurubunun, sentromerik, telomerik ve
interkalar alanlar arasinda yer degistirebilecekleri gozlemlenmistir. Fakat her iki sinyal
gurubu i¢in bu degisimlerin daha c¢ok sentromerik ve telomerik alanlar arasinda oldugu
belirlenmistir. Tetrapoliploid aksesyonlarin (triploidler dahil degil) yaklasik %65’ inde
interkalar ve telomerik lokasyonlu rDNA sinyal dagilimlart ayni bulunmustur. Bu guruba
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hispanica, glomerata, lobata, smithii, santai, aschersoniana taksonlar1 ve marina’ya ait 2
aksesyon girmektedir. Bu taksonlar ortak bir kokene sahip olabilir. Yine bu orana dayanarak,
Dactylis cinsinin ge¢misinde diploid bir atanin yaygin oldugu diisiiniilebilir. Bununla beraber
aksesyonlarin yaklasik %35’inde interkalar ve telomerik lokasyonlu rDNA sinyal
dagilimlarinin farkli oldugu gorilmiistiir. Bu %35’lik farki marina’ya ait 7 aksesyon (tamami
9 aksesyon), smithii’ye ait bir aksesyon (tamami 4 aksesyon) ve woronowii’ye ait 2 aksesyon
(tamami) olusturmustur. Ozellikle aksesyon sayis1 fazla olan marina taksonun sinyal dagilim
Ozellikleri de goz oniine alindiginda diger biitiin tetrapoliploidlerden ayrildigi goriilmektedir.
Bu taksonun ayni zamanda woronowii ve smithii ile akrabaliginin olabilecegi sdylenebilir.
Ancak smithii taksonuna ait 3 aksesyonun diger tetrapoliploidlere benzer sinyal dagilimi
gostermesiden hareketle, marina, woronowii genomlarinin degisime ugradigi sonucu
cikarilabilir. Bu degisimlere cevresel ve genetik faktorlerin etki etme olasiligi bulunmaktadir.
Lokasyonlar aras1 kromozomal degisimlerin bir kism1 poliploidizasyona bir kismi da diger
genetik faktorlere baglanabilir. Tetrapoliploidler arasi gen akisi veya mayoz bdliinme
sirasindaki degisimlere bagl olarak sinyal lokasyonlar1 yer degistirebilir. Daha 6nce yapilan
kromozomal c¢alismalarda, Dactylis cinsinde heterozigot translokasyon ve inversyonlardan
bahsedilmistir (Miintzing 1933, Curran 1961, Xie ve ark. 2012).

Diploid lobata, lusitanica, himaleyensis, isimsiz (84) aksesyonlarmin sinyal
dagilimlar1 ayn1 olup, 4S(K)+2IK(K)+2T(Y), bu diizen bakimindan birgok tetrapoliploid
sinyal dagilimi ile parelellik gostermektedir. Diger diploidlerde sinyal dagilimlar1 daha
degiskendir. Diploid lobata bitkilerinin tetrapoliploid lobata bitkilerinin atalar1 oldugu kabul
edilirse (simpatrik sitotip), bircok Dactylis taksonunun diploid lobata (aschersoniana)’dan
kokenlendigini veya atalarindan Dbirinin lobata olmasi  gerektigi  sOylenebilir.
Tetrapoliploidlerdeki rDNA sinyal dagilimlarina bakildiginda marina ve woronowii disinda
kalan tetrapoliploid taksonlar bu sinyaller bakimindan izdiisiimsel bir goriiniime sahiptir. Bu
durum poliploidizasyon olasiligina dair iyi bir kanit sunmaktadir. Bununla beraber bazi
tetrapoliploidlerin atalarindan biri lobata gibi bir diploid iken digeri ayn1 sayida sinyal tagiyan
santai veya farkli sinyal tasiyan mairei gibi bir aksesyon da olabilir. Yani kismen genom
farklilig1 tasiyan diploidlerin eslesmeleri, iklimsel ve diger cografik farkliliklar, mayoz
boliinme davranislar, tetrapoliploidlerin iireme ve mayoz davranislari, cografik dagilislar,
iklimsel farkliliklar gibi etkenler, direk otopoliploidizasyon veya hibridizasyon sonrasi
otopoliploidizasyon, tetrapoliploid genom yapilarinin beklenenden farkli olmasina neden

olmus olabilir. Poliploidizasyon oncesi ve sonrasi etkenler tetrapoliploidlerde sinyal say1 ve
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dagilimlarinin daha fazla cesitlilik gostermesine sebep olabilir. Bu gibi sebeplerden dolay1
bazi1 Dactylis cinsi Uyeleri igin genis bir otopoliploidizasyondan bahsedilebilir. Nitekim
kloroplast DNA calismalarina gore, bazi diploidlerin direk otopoliploidizasyon, bazilarinin ise
hibiridizasyon sonrasi otopoliploidizasyon sonucu tetrapoliploid genomlarin yapisina

katilabilecekleri rapor edilmistir (Lumaret ve ark. 1989, Steward ve Ellison 2015).

Diploid mairei ve 87 numarali aksesyonlar toplamda 10 (6K+4Y) adet sinyale sahip
olup, bu sinyaller 4 adet kromozom (zerindeki lokuslara yerlesmislerdir. Normalde 5
lokasyon dagilimi1 gdstermeleri gerekirken, her iki aksesyonda, bir ¢ift sinyal ayn1 lokasyonlu
bulunmustur. Yani ayni kromozom fizerinde komsu, 5S ve 25S rDNA (K+Y) sinyalleri
bulunmaktadir. Bu bitisik lokasyon mairei genomunda telomerik konumlu iken, 87 numarali
genomda sentromerik konumlu yerlesmistir. Tetrapoliploid aksesyonlarin bazilarinda,
cogunlukla sentromerik konumda ¢ift sinyal 6zelligi goriilmektedir. Baz1 tetrapoliploidlerde
(17 sinyal tasiyan) bu sinyal c¢iftini tasiyan kromozomun homologunda yesil sinyal
bulunmamaktadir. Bazilarinda ise (18 sinyal tasiyanlar) her iki homolog kromozom her iki
¢cift sinyali de bulundurmaktadir. Tetrapoliploidlerden sadece iki 6rnekte (biri 16, digeri 17
sinyal tasimakta) bitisik konumlu sinyallerin her ikiside yesil (Y+Y) sinyallerden
olusmaktadir. Diger tetrapoliploidlerin hepsinde bitisik konumlu sinyaller, her iki sinyalden,
(K+Y), olusmaktadir. Diploid ve tetrapoliploid seviyeler arasinda toplam sinyal sayisi
bakimindan orantisal bir artisin olmasi yine bitisik konumlu sinyallerin varhigi, bu iki
poliploidi seviyesi arasinda genetik bir akrabalik olabilecegini gostermektedir. Bununla
beraber diger sinyal ozellikleri de dikkate alindiginda, bazi glomerata, marina, hispanica,
woronowii ve smithii aksesyonlarmin ortak atalarindan birinin diploid mairei veya 87
numarali aksesyonlarindan birisi olmas1 gerektigi soylenebilir. Her iki poliploidi seviyesi
lokasyon farkliliklarina bakarak bazi genetik degisikliklerin oldugu, bu degisikliklerin
ozellikle yesil sinyallerde gozlendigi soyleyenebilir. Ornegin diploid ve tetrapoliploid
Paspalum turlerinde 5S ve 25S rDNA sinyal 6zellikleri FISH ile ¢alisilmis, diploidlerde 2
adet, tetrapoliploidlerde ise 4 adet 5S rDNA sinyali belirlenmistir. Fakat diploid 6rneklerde
goriilen 4 adet 45S rDNA sinyali bazi tetrapoliploidlerde 6 bazilarinda ise 7 adet olarak
sayillmistir. Ayrica 45S rDNA lokasyon farkliliklar1 da belirlenmistir. Bu duruma crossing-
overden ziyade yeni kromozomal duzenlemelerinin (translokasyon, delasyon, insersiyon,
inversiyon vb...) sebep olabilecegi, ayrica poliploidizasyon sonrasi bazi genom

indirgenmeleri olabilecegi rapor edilmistir (Vaio ve ark. 2005).
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Dikkat ¢eken bir baska nokta ise diploid galicia, santai ve 87 (isimsiz) aksesyonlarin
sentromerik lokasyonlarinda zayif yesil sinyal bulundurmasi olmustur. Tetrapoliploid
glomerata, marina, smithii ve hispanica taksonlarina ait bazi aksesyonlarin sentromerik
lokasyonlarinda da 1 veya 2 adet yesil sinyal bulunmaktadir. Tetrapoliploidlerdeki
sentromerik yesil sinyallerin yogunluklar1 diploid sentromerik yesil sinyal yogunluklarina
oranla daha buyuk goriinmektedir. Gorece bu sinyallerin kopya sayilarinin arttigi sdylenebilir.
Eger bu diploid 6rnekler tetrapoliploid 6rneklerin atalari ise, sinyal yogunluklarindaki artig
yine poliploidizasyona 6rnek olarak verilebilir. Fakat bunun tersine diploid telomerik yesil
sinyal yogunluklar1 tetrapoliploidlerinkinden kismen daha yogun gdriinmektedir.
Tetrapoliploidlerdeki bu yogunluk azalisi, poliploidizasyon sonrasi genetik veya epigenetik
degisikliklerin olduguna isaret edebilir. Artemisia dracunculus tetrapoliploid 6rnekleri,
diploid atalarina gore sinyal yogunluklar1 bakimindan degisken bulunmustur. Tetrapoliploid
seviyede sinyal yogunluklarinin artabilecegi ama yiiksek poliploidi seviyelerinde sinyal
yogunluk kii¢iilmelerinin poliploidi kanit1 olarak sayilabilecegi belirtilmistir (Pellicer ve ark.
2013). Ancak tetrapoliploid seviyede kromozom sayilarinin fazlaligi, bu kromozomlarin
simetrik Ozellikler gostermeleri, FISH tekniginin uygulanmasina bagli sikintilar sinyal
yogunluk karsilastirmalarinin Dactylis poliploidi seviyeleri arast iliski kurmada ¢ok

belirleyici olmadiklarini gostermistir.

Genel olarak diploid ve tetrapoliploidlerin sinyal dagilimlar1 parallel 6zellikler
gostermistir. Her iki poliploidi seviyesi sinyal 6zelliklerine bakarak, hibridizasyon ve genom
ici degisimlerinden bahsedebiliriz. Toplam sinyal sayilarindaki orantisal artis diploidlerden
poliploidizasyon sonucu tetrapoliploidlerin  olustugunu gostermektedir. 25S rDNA
sayilarindaki orantisal artis da bu durumu desteklemektedir. Fakat 5S rDNA sinyal sayilarina
bakildiginda, ilk bakista poliploidizasyon olayinin gerceklestigi goriilmemektedir. Ancak
farkl1 hibridizasyon denemeleri sonucu yesil sinyallerinde poliploidizasyona ugradigi
belirlenmistir. Bu durumun gerceklesmesi i¢in belirli sinyal dagilimina sahip diploidlerin
eslesmesi gerekmektedir. Bu durum diploidler arasinda belirli eslesme tercihleri

olabileceginin de kanit1 olarak gdsterilebilir.

Bu c¢alismada kullanilan diploid aksesyonlarin ortalama 2C-DNA degeri 4.34 pg
(Biiyiikbagaran 2010), tetrapoliploid aksesyonlarinin ortalama 2C-DNA degeri ise 8.41 pg
olarak belirlenmistir (Tuna 2015). Her iki poliploidi seviyesi arasi yaklasik 1.94 pg kat fark
bulunmaktadir. Yine her iki poliploidi seviyesi 2C-DNA icerikleri benzer varyasyonlar
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gostermistir.  Bu  sonuglara dayanarak Dactylis cinsinde diploidizasyon olaymin
gerceklestigini ve iki poliploidi seviyesi arasinda akrabaligin ¢ok yakin oldugu sOylenebilir.
Benzer poliploidi ve akrabalik durumuna, rDNA sinyal 6zelliklerini takip edilerek de ulasmak
mimkunddr. Calismada cinsin genel poliploidizasyon ve akrabalik derecesini belirlemede her
iki analiz yontemi de kullanish bulunmustur. Ancak 2C-DNA igerikleri ile 5S ve 25S rDNA

yapilari arasinda direk bir baglanti goriilmemistir.

Calisilan tetrapoliploid taksonlar kendi iglerinde ve aralarinda rDNA FISH o6zellikleri
acisindan biiytik bir cesitlilik gdstermistir. IDNA FISH sinyallerinin say1, lokasyon ve dagilim
bakimindan c¢esitlilik gdstermesi, taksonlarin Ozellikle sistematik karsilagtirmas1 ve
poliploidizasyon dogalarinin tam olarak anlagilmasi agisindan yeterli bilgi sunmamis, daha
cok genellemeler yapmamiza olanak saglamistir. Bu genellemeler, farkli tekniklerin
uygulandigr Dactylis ¢alismalart ile benzerlik gostermektedir (Guignard 1987, Lentz ve ark.
1983, Lumaret ve ark 1989, Amirouche ve Misset 2007, Stewart ve Ellison 2013, 2015). Daha
kesin bilgilere ulagsmak i¢in farkli tekniklerin kullanildig1 yeni caligmalarin yapilmasina

ihtiyag vardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bitki 6rneklerine ait sitolojik karyotipler, bitkilerin kromozomal yapilari, kromozomal
degisimleri, taksonomik iligkileri ve evrimsel kokenleri hakkinda bilgiler saglar. Asimetrik
karyotiplere sahip bitkilerde bu 6zellikleri belirlemek daha kolaydir. Fakat kiigiik ve oldukga
benzer kromozomlara sahip, poliploidi serilerinden olusmus bitkilere ait karyotiplerde bu
Ozellikleri klasik yollarla belirlemek oldukc¢a gii¢ ve hatta bazi bitki tiirleri i¢in imkansizdir.
Bu gibi durumlarda farkli sitogenetik tekniklerin birlikte kullanilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

Calismada iki poliploidi seviyesine sahip Dactylis bitkilerinin, genel kromozom
yapilar1 ve sinyal tasiyan kromozomlart ¢ok biiyiik benzerlikler gostermistir. Fakat
kromozomlara ait sentromer yapilar belirgin olmadigi i¢in, kromozomlar kol oranlarina gore
smiflandirilamamistir. Bu nedenle hangi kromozom kollarinin FISH sinyalleri tasidiklart net
olarak anlasilamamustir. BOyle bir durumda sentromer bolgesini belirleyici bant teknikleri ile
FISH teknigi kombine kullanilabilir. Bu bilgi farkli Dactylis taksonlari ve poliploidi seviyeleri
arasindaki genetik iliskiyi belirlemeye katki sunacaktir. Yaptigimiz 6n ¢alismalarda telomerik
ve sentromerik FISH problart kullanilmis, telomerik prob belirgin sinyaller vermis fakat
sentromerik prob g¢alismamistir. Bunun muhtemelen nedeni sentromerik prob ile Dactylis
sentromerik gen yapilarinin homoloji gostermemis olmasidir. Dactylis cinsine 6zgu

sentromerik problar gelistirildikten sonra farkli FISH teknikleri bu amag i¢in kullanilabilir.

FISH uygulanacak bitki kromozomlarina ait preperatlar oldukca kaliteli olmalidir.
Dactylis popiilasyonlarinda, ¢ok sayida ve saglikli kok veren bitkiler, mitotik indeksi yiiksek
hiicrelere sahip bulunmustur. Ideal uzunluk ve yogunlukta (kisalik) olan, metafaz plagma iyi
dagilmig kromozomlara ait FISH desenleri ¢ok kaliteli ¢ikmis, sinyal 6zelliklerini belirlemek
kolay olmustur. Ancak Ozellikle prometafaz asamalarinda gozlemlenen, uzun kromozomlar
kolayca kirildiklari i¢in (preperat sirasinda fazla basing uygulandigi igin), sinyal sayilarini
belirlemeyi zorlagtirmistir. Fakat bu yapidaki kromozomlarda sinyal bdlgelerini belirlemek
daha kolay olmustur. Benzer sekilde FISH preperatlar1 hazirlanirken, enzim karigiminin
kalitesi ve uygulama siiresi, denatiirasyon, hibridizasyon kosullari, yikama kosullari gibi
adimlarin hepsinin tek tek ¢ok onemli oldugu, tiire 6zgili optimize edilmesi gerektigi ortaya
konmustur. Bu uygulamalarin standartize edilmemesi, FISH resimlerinin arka fonlarinda

(sitoplazmik, kromozom iistleri) kirlilige, prob kirliligine, sinyal yogunluk ve kalitelerinde
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sapmalara neden olmaktadir. Bu gibi durumlar dogru sonuglar almay1 zorlastirmakta ve bazi

aksesyonlara ait FISH sonuglarinin kullanilamamasina neden olmustur.

Bir lokusta bulunan yiiksek kopya sayili DNA tekrarlarinin, diger kromozomlardaki
lokuslarda da benzer 6zellikler, yiliksek sekans homolojisi gostermeleri gerektigi bildirilmistir
(Hanson ve ark. 1996, Thomas ve ark. 2001). Dactylis 0Orneklerinde rDNA FISH
desenlerinden faydalanarak homolog kromozomlari belirlemek daha kolay olmustur. Ozellikle
yogunluk farklar1 ve sinyal yerleri, benzer morfolojiye sahip homologlar1 belirlemede etkin

olmustur.

Bu ¢alismada kullanilan diploid ve tetrapoliploid Dactylis taksonlar1 genel olarak
benzer sinyal 0zellikleri yansitmigtir. Her iki poliploidi seviyesi de 5S ve25S rDNA FISH say1
lokasyon ve dagilim agisindan belirli bir polimorfizim gostermistir. Bu polimorfizim
poliploidi seviyeleri iginde, hatta ayn1 takson igerisinde de goriilmiistiir. Diploid taksonlardan;
D. glomerata forma galicia, subsp. himaleyensis, subsp. santai, subsp. lusitanica, subsp.
lobata ve 84 adli taksonlara ait genomlar 4 adet (8 lokasyon) 5S ve 25S rDNA sinyali
vermistir. Buna ragmen subsp. mairei ve 87 numarali taksonlara ait genomlar 5 adet (10
lokasyon) 5S ve 25S rDNA sinyali vermistir. 25S rDNA sinyal sayis1 genom basina 2 veya 3
(4 veya 6 lokasyon), 5S rDNA sinyal sayisi ise 1 veya 2 (2 veya 4 lokasyon) seklinde
bulunmustur. Sinyal sayilarinin ardisik olmasi ve benzer lokasyon ozellikleri gdstermeleri,
diploidlerin genetik koken olarak birbirlerine yakin olduklarimi gostermektedir. Fakat en az ve
en ¢ok sinyal sayisi arasindaki fark yani sira sinyal dagilim farkliliklar1 dikkate alindiginda,
diploidler icin bazi genetik farklilasmalardan s6z etmek miimkiindiir. Ayrica 5S rDNA
sayilarindaki ¢esitlilik diploid Dactylis genotiplerinde de poliploidizasyon olabilecegini
gostermektedir. Bu durumun agikliga kavusturulmasi igin ¢ok sayida Ornekle c¢aligilmasi
gerekmektedir. Yukaridaki 6rneklerin hepsi hem tek aksesyonla ¢aligsilmis hem de tiim diploid
taksonlar1 karsilamamaktadir. Tiim diploidler ¢alisildiginda farkli sayida sinyal sayis1 tagiyan

orneklere rastlamak mimkun olabilir.

Tetrapoliploid Dactylis taksonlari, D. glomerata subsp. glomerata. subsp. marina,
subsp. hispanica, subsp. lobata, subsp. aschersoniana, subsp. smithii, subsp. woronowii,
subsp. santai adlari altinda ¢alisilmistir. Takson i¢i ve arasi, 5S ve25S rDNA sinyal 6zellikleri
bakimindan belirli bir polimorfizim saptanmistir. Fakat bu polimorfizim benzer dalgalanmalar
gostermistir. Taksonlarin sinyal polimorfizimleri intraspesifik o6zellikler gostermistir.

Tetrapoliploid glomerata, hispanica, lobata, aschersoniana, smithii ve santai’ye ait
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aksesyonlar, sinyal sayilart bakimindan ¢esitlilik gosterselerde, bu sinyallerin lokasyonlara
dagilimi hepsinde onemli bir benzerlik gostermistir. Ayni sekilde marina ve woronowii
taksonlarma ait aksesyonlar sinyal dagilimlar1 agisindan kismen benzer Ozellikler
sergilemistir. Bu aksesyonlarin toplanma yerlerinin bilinmemesi ve elimizde simpatrik
aksesyonlarin olmamasi, taksonlar arasinda net karsilagtirmalarin yapilmasina engel olmustur.
Tetrapoliploid aksesyonlara ait genomlar toplamda 6, 8, 9 (12, 16, 18 lokasyon) sayi
diizeninde rDNA FISH sinyal ¢esitliligi gostermistir. Genomlar arasinda ve i¢inde, yukardaki
sinyal cesitliliginin gorilmesinin en biyik sebebi, 25S (kirmizi) rDNA sayilarinda goriilen
farkliliklar olmustur. Tetrapoliploid genomlarda kirmiz1 sinyaller, 4, 5, 6, 7, (8, 10, 12, 14,
lokasyon) sayt diizeninde bir c¢esitlilik gdstermistir. Bu sinyallerin neredeyse tamami
perisentromerik lokasyonlara dagilmistir. Telomerik lokasyonlarda (telomer ve subtelomer);
subsp. marina ve subsp. woronowii disinda, biitiin taksonlarda bir adet 25S (kirmizi) rDNA
sinyali belirlenmistir. Tetrapoliploid aksesyonlarin genomlarinda 5S rDNA sinyal sayisi, 2 (4
lokasyon) veya 3 (6 lokasyon) bulunmustur. Aksesyonlarin hepsi telomerik konumlarinda 2 (4
lokasyon) adet 5SS rDNA sinyali gostermis, sadece 31 aksesyondan 12 tanesi bu iki sinyale ek
bir adet daha 5S rDNA sinyali gostermistir. Bu ekstra yesil sinyal 9 aksesyonda da
sentromerik lokasyonda kirmizi sinyal ile bitigik goriilmiistiir. Sadece 3 aksesyonda bu yesil
sinyalin homologu gériilmemistir. Iki aksesyonun interkalar bélgesinde ise yesil sinyale

rastlanmistir.

Diploid aksesyonlardan, subsp. galicia, santai ve mairei’nin sinyal dagilimlari
diizensiz iken, subsp. lusitanica, himaleyensis, lobata’nin sinyal dagilimlar1 daha diizenli ve
tetrapoliploidlerinkine benzer bulunmustur. Ozellikle subsp. lusitanica, lobata, himaleyensis
gurubunun, yakin sinyal Ozellikleri gostermeleri, diger diploidlerden cografik olarak daha
yaygin olan lobata (aschersoniana) genomunun, tetrapoliploid genomlara daha fazla etki
yapmis olduguna isaret etmektedir. Stebbins ve Zohary (1959) cografik dagilimlarindan yola
cikarak, D. g. ssp. aschersoniana, D. g. ssp. himalayensis ve D. g. ssp. smithii’nin cinsin eski
tiyeleri oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 zamanda diploid subsp aschersoniana ve subsp.
himalayensis’in benzer iklim kosullarinda yetistiklerini sdylemislerdir. 5S ve 25S rDNA
FISH sonuglarma gore, subsp. lobata (aschersoniana), himaleyensis’e ek olarak subsp.

lusitanica’ninda cinsin eski tiyesi olabilecegi sdylenebilir.

Tetrapoliploidlerde toplam sinyal say1 artislari ki, bu artislar 25S (kirmizi) sinyallerin
artisindan kaynaklanmakta, diploidlerinkinden 1.5 veya 2 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.
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Benzer sekilde sinyal yogunluklarindaki kismi degisimler dikkate alindiginda, tetrapoliploid
Dactylis taksonlarinin poliploidizasyon sonucu diploidlerden kokenlendiklerini séyleyebiliriz.

Calismamizda diploidlerde 5S ve 25S rDNA sayilar1 ayn1 sayisal ¢esitlilige sahip iken
tetrapoliploidlerde 25S (45S) lokuslar1 daha fazla sayisal ¢esitlilik gdstermistir. Ayrica her iki
poliploidi seviyesinin poliploidzasyon ile iliskili oldugu, fakat 5S (yesil) sinyalinde ilk bakista

bunun goriilemeyecegi bulunmustur.

Diploid genomlarda 1 ve 2 olan 5S rDNA sinyal sayilari, tetrapoliploid genomlarda 2
veya 3 olarak sayilmistir. Tetrapoliploid aksesyonlarda 1 adet 5S rDNA sinyali tasiyan
aksesyon gozlemlenmemistir. Bu durum poliploidizasyona isaret etmektedir. Bazi
tetrapoliploid genomlarda, diploid genomlarda oldugu gibi 2 adet yesil sinyal gdzlemlenmesi,
direk otopoliploidizasyona isaret etmektedir. Bazi tetrapoliploid genomlarda 3 adet yesil
sinyal goriinmesi, kismen veya tamamen farkli diploidler arasi hibridizasyon sonrasi
poliploidzasyon olayinin gergeklestigini gostermektedir. Elimizdeki diploid ve tetrapoliploid
taksonlar yukaridaki kombinasyonlar 6l¢eginde eslestirildiginde, baz1 eslestirme sonuglarinda
ortaya ¢ikan dollerde 5SS rDNA FISH sinyal sayilari fazla ¢ikmaktadir. Bu durumda; (1)
sadece baz1 diploidlerin gametlerinin katlanmasi gerektigi, (2) triploidleri olusturan atalarin ve
dolleyen diploidlerin veya tetrapoliploidlerin 6nemli oldugu, (3) indirgenmemis gamet
olusturan diploidlerin ve normal gamet olusturan tetrapoliploidlerin 6nemli oldugu, (4)
indirgenmemis gamet olusturan iki diploidin 6nemli oldugu, sonuglarina varilabilir. TUm bu
sonuclar, Dactylis cinsinin evriminde, kismen otopoliploidi ve kismen ise allopoliploidinin
etkili oldugunu gostermektedir. Fakat yukaridaki gibi bir sinyal sayr durumunun ortaya
¢ikmasi i¢in her iki durumda da 5S rDNA (yesil) sinyal sayilar1 az olan diploidlerin
eslesmelere katilmalar1 gerekmektedir. Bu durumda lobata, himaleyensis ve lusitanica gibi
diploidlere ait indirgenmemis gametlerin katlanmasi veya diger diploidler ile eslesmeleri
gerekmektedir. Yami sira bu diploidlerin triploidleri ile diger diploidlerin (genetigi
farklilagsmig), Ornegin mairei irettikleri normal gametler eslesebilir. Bu durum bazi
tetrapoliploidlerde yesil sinyal sayisinin 5 veya 6 olmasimi ve ayni zamanda az sayida

aksesyonda goriilmelerini de agiklamaktadir.

Eslestirmeler kirmizi sinyal sayilar1 i¢in yapildiginda, biitiin eglestirmelerde kirmizi
sinyal sayilarinda katlanmalar olmakta, fakat baz1 eslestirme sonuglarinda sinyal eksiklikleri,
Ornegin tek sinyal sayilari, goriilmektedir. Bu sinyal eksikleri genom i¢i farklilagsmalar veya

diger genomlarin hibridizasyonu ile tamamlanabilir. Bu durum Dactylis genomunda 25S
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rDNA sinyallerinin daha dinamik, 5S rDNA sinyallerinin ise daha korunakli bir genetik
yapiya sahip olduklarini géstermektedir. Poliploidizasyon sonrasi genetik veya epigenetik
degisimlere bagl olarak belirli genetik elemanlarin yapisinin degistigi aktarilmistir (Soltis ve
ark. 2015). Calismamizda elde ettigimiz bu c¢ikarimlara benzer sekilde, italyan c¢iminde de
(Lolium multiflorum Lam.) 5S rDNA bdlgelerinin olduk¢a korundugu, 45S rDNA

bolgelerinin ise gesitlilik gosterdigi belirtilmistir (Bustamante ve ark. 2014)

Sonuglar, poliploidizasyon ile beraber tetrapoliploid Dactylis taksonlarinda hem 5S
hem de 25S rDNA yapilarmin iki katina ¢iktigin1 gdstermektedir. Ancak baslarda diploid
veya tetrapoliploid bitkilerin poliploidizasyonunda, lobata gibi (3 adet 25S ve 1 adet 5S) bir
diploid genomun yaygin olmasi nedeniyle 25S rDNA sayis1 tetrapoliploidlerde hayliyle fazla
olmaktadir. Daha sonra genetik yapisi farklilasan diploidlerin olusmasi ve hibridizasyon
olaylarina katilmalari ile Dactylis cinsinin bugiin ki karmasik filogenisi ortaya ¢ikmis gibi
gorinmektedir. Benzer sekilde, A. dracunculus diploidlerinin ¢ogunda iki adet 35S ve 5S
rDNA lokusu belirlenmis, bu iki lokusun cins i¢in atasal bir isaret oldugu sonucuna
vartlmistir. Farkli cografik kokenli diploid bitkilerde bu lokasyonlarin 3 veya 5 olmasi, cinsin
baska bir koldanda evrimlestigi sonucuna gotiirmiistiir (Pellicer ve ark. 2013). Diploid
Dactylis’lerde toplam 8 veya 10 sinyal olmasi cinsin farkli kollardan evrimlestigi anlamina

gelmektedir.

Telomerik ve subtelomerik lokasyonlu rDNA lokuslari, kromozomlar arast gen
etkilesimine imkan saglamaktadir. Bu sekilde olusabilecek esit olmayan degisimler, sekans
kopya sayilarimin artma veya azalmasina neden olabilir. Bu yiizden Bazi tiirlerde goriilen
sinyal biiyiiklik farkliliklari bazi durumlardan dolayr olasidir (Pellicer ve ark. 2013,
Bustamante ve ark. 2014). Poliploidizasyon ve rDNA FISH iliskili ¢alismalarda ki bunlarin
cogunu allopoliploid tiirler olusturmaktadir. Ozellikle 45S tDNA fragmentlerinin kirildig,
poliploidizasyonun mayoz, genetik ve epigenetik degisimler iizerine etkilerine baglh olarak,
sayilarinin poliploidi seviyeleri arasinda ve iginde degistigi aktarilmistir (Huang ve ark. 20009,
Huang ve ark. 2012, Bustamante ve ark. 2014). Calismamizda 25S (45S) rDNA lokasyonlari
cogunlukla sentromerik alanda ve 5S rDNA lokasyonlar ise ¢ogunlukla telomerik alanlarda
gbzlemlenmistir. Takson i¢i kirmizi (25S) sinyal degisimlerinin ¢ogu sentromerik alanda
tespit edilmis olsada, bazi aksesyonlarda sinyal artisina bagli olarak, kirmizi sinyallerin
interkalar veya telomerik alanlara yerlestikleri goriilmektedir. Yesil sinyallerde ise 4

(telomerik) izeri olan sinyallerin neredeyse hepsi sentromerik (bazilara interkalar) alanlarda
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gOriilmiistiir. Bunun gibi kismi lokasyon farkliliklari, lokasyon c¢ogalmalari, yukarida
belirtildigi gibi kromozomal farklilagmalara, cins i¢i iireme durumlarina ve poliploidizasyon

olaylarina baglanabilir.

Dactylis evriminde, 5S rDNA ve 25S rDNA genetik elemanlarinin her ikisinin de
onemli oldugu, her iki yapininda poliploidizasyon ile iliskili oldugu anlagilmaktadir. Cinsin
poliploidizasyonunda diploid ve triploid bitkilerin her ikisinin de etkili oldugu, fakat
indirgenmemis gamet olusturan veya hibridize olan diploidlerin tetrapoliploid olusumunda
daha etkili oldugu belirlenmistir. Farkli sinyal 6zelligi gosteren diploidlerin olmasi, cinsin
farkl1 kollardan gelistigini gostermektedir. Fakat baslarda cinsin kdkeninde ortak bir diploidin
etkili olabilecegi sonralar1 diploid taksonlarin artmis olabilecegi de sOylenebilir. Cinsin
poliplodizasyonunda otopoliploid yani sira baz1 tetrapoliploidlerde  genis  bir
otopoliploidizasyon (segmental otopoliploidizasyon) olgusundan bahs edilebilir. Bazi
tetrapoliploidler icin segmental allopoliploidizasyondan bahs etmek icin, tetrapoliploidleri
olusturan diploidlerin yeterli genetik farklilik gosterip gostermedikleri belirlenmelidir.
Ozellikle 25S rDNA sayilarinda cesitlilik goriilmesi, bu yapilarin cinsin filogenetik iliskilerini
belirlemede etkin kullanilmayacaklarini gostermistir. Daha az sayisal gesitlilik gosteren ve
genetik takibi kolay olan 5S DNA yapilari, cinsin filogenetik iligkilerini belirlemede daha
etkin kullanilabilir. Yukaridaki bulgulara dayanarak 5S ve 25S rDNA yapilarinin, Dactylis
cinsinin genetik degisimi i¢in 6nemli bilgiler sagladigi, fakat daha fazla kromozomal bilgi
elde etmede, genomlar arasinda kesin ayrimlar yapmak i¢in tek basma yeterli bilgi
sunmadiklar1 gorUlmiistiir. Bu bulgulara dayanarak intraspesifik treme durumu gosteren,
taksonomik siiflandirmasi sikintili cinslerin genetik kokenleri ve degisimlerini anlamak igin

farkli karsilagtirma teknikleri bir arada kullanilmali veya gelistirilmelidir.
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