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Yabani korunga tiirleri biyotik ve abiyotik stres kosullarina dayanma bakimindan oldukca genis
bir adaptasyon yetenegine sahiptir. Bu tiirlerde kromozom sayimi ve morfolojilerinin

belirlenmesi bitki 1slah1 galigmalar1 agisindan ¢ok 6nem tagimaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, Adana, Ankara, Malatya ve Nevsehir illerinden toplanan dort farkli yabani
korunga tiirliniin tohumlar1 kullanilmigtir. Kok uglar1 1,5 cm’e ulastiginda ilk islem igin 12 saat
0°C’ de, tespit i¢in 30 dakika 3:1 (ethanol-asetik asit) ¢ozeltisinde bekletilmistir. Sonra 1IN HCL
de 60°C’ de 12 dakika hidroliz edilmistir. Karanlik kosullarda ve oda sicakliginda 30 dakika

Feulgen ile boyanmis ve ezme preparat yapilmistir.

Bu tiirlerin kromozom sayilar1 sirasiyla Onobrychis tournefortii (Willd.) Desv. 2n=14,
Onobrychis gracilis Beser 2n=14, Onobrychis hypargyrea BOISS. 2n=14, Onobrychis argyrea

Boiss. subsp. argyrea Boiss. 2n=16 olarak bulunmustur.

Tirlerin kromozom sayilarinin tespiti ilk kez caligmamizda ortaya konmustur. Kromozom
boylar1 Onobrychis tournefortii, Onobrychis gracilis, Onobrychis hypargyrea ve Onobrychis
argyrea’da sirasiyla 1,40-2,19 p, 1,46-2,34 p, 0,80-1,83 u, 1,39-2,94 p arasindadir.

Temmuz 2009, 55 sayfa

Anahtar kelimeler: Korunga (Onobrychis sp.), sitogenetik, kromozom sayisi, kromozom

morfolojisi, karyotip analizi
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Wild sainfoin species (Onobrychis sp.) have a large adoptation ability regarding biotic and
abiotic stres condition (cold, drougt, diseases, pests and salinity). Determination of

chromosome number and morphologic are very important for plant breeding.

In this thesis study, the seeds of 4 different species collected from Adana, Ankara, Malatya
and Nevsehir were used. When the root length reached 1,5 cm, they were placed for 12 h at
0°C before treating them with ethanol-acetic asid (3:1) for 30 minutes. Roots were
hydrolysed for 12 minutes in 1 N HCL at 60° C and stained with feulgen for 30 minutes

under darkness at room temperature before making preparates.

Chromosomes number of the species are determined as follows:

O.tournefortii (Willd.) Desv. : 2n=14
O.gracilis Besser : 2n=14
O.hypargyrea Boiss. :2n=14
O.argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. :2n=16

The chromosome number for this species was determined for the first time in our study.
Chromosome lengths in O.tournefortii, O.gracilis, O.hypargyrea, O.argyrea are between
1,40-2,19 y, 1,46-2,34 1, 0,80-1,83 u, 1,39-2,94 u respectively.

July 2009, 55 Pages

Key Words: : Sainfoin, cytogenetic, chromosome number, chromosome morphology,
karyotype analysis.
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TESEKKUR

Boliimiimiiz ile TUBITAK arasinda, “MORFOLOJIK, AFLP VE SEKANSA (MatK ve
ITS) DAYALI TEKNIKLERLE KORUNGA (Onobrychis sp.) TURLERININ
FILOGENETIK ILISKISININ ARASTIRILMASI” adi1 altinda yiiriitiilen projeye,
Yiiksek Lisans Tezi olarak bana verilen “Bazi Yabani Korunga (Onobrychis sp.)
Tiirlerinin Kromozom Sayilarinin Tespiti ve Karyotip Analizi” ile katkida bulunmami
saglayan, c¢alismalarim sirasinda biiylik ilgi ve destegini gordiigiim, bilgi ve
goriislerinden yararlandigim tez danismanim, ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Cengiz

SANCAK ’a ictenlikle tesekkiir ederim.

Calismalarimin her agsamasinda biitiin imkan ve bilgilerini benden esirgemeyen hocam
Prof. Dr. Cafer SIRRI SEVIMAY’a, calismalarim sirasinda bilgilerini benimle
paylasan, onerileri ile beni yonlendiren biiyiik yardimi olan Aras. Gor. Sat1 COCU’ye
tesekkiir ederim. Ayrica, arastirmamda kullanilan bitki materyalini temin eden, destek
ve yardimlarini esirgemeyen, tezin yazimi ve diizenlenmesinde 6nemli rolii olan Aras.

Gor. Siileyman AVCI’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamda o6zellikle kromozomlarin 6l¢iilmesi ve hesaplanmasi sirasinda yardimi
olan, kendisinden kromozom boyama metodunda yeni bir yontem 6grendigim, bilgi ve
yardimlarini esirgemeyen arkadasim Eissa ZARIFI’ye tesekkiir ederim.

Calismalarim siiresince her konuda yardimi olan, manevi destegini hi¢ eksik etmeyen

degerli esime ve sevgili aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Esra AKCELIK
Ankara, Haziran 2009
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1. GIRIS

Korunga, Tiirkiye’nin 6zellikle Orta ve Dogu Anadolu ile gegit bolgelerinde yaygin
olarak yetistirilen bir yem bitkisidir. Ulkenin engebeli topografik alanlardan olusmus
milyonlarca hektar mera arazisi, agir ve zamansiz kullanma sonucu bitki Ortiistiniin
onemli bir kismini yitirmig ve erozyona agik durumdadir. Bitki Ortiisii asir1 derecede
seyreklesmis alanlarda uygulanabilecek 1slah islemi ya iistten tohumlama ya da yeniden
ekimdir. Bu nedenle kirag kosullarda kullanilabilecek bugdaygil ve baklagil yem
bitkilerine gereksinim duyulacaktir. Korunga, bu alanlarda giivenle kullanilabilecek bir
baklagil yem bitkisidir. Soguga ve kuraga ¢ok dayanikli olan korunga, diger bitkilerin
yetisemedigi kirag, kirecli topraklarda iyi bir gelisme gosterir. Kalkerli ve sulanmayan
topraklarda yoncadan daha verimlidir. Suyun problem oldugu bir¢ok iklim ve toprak
sartlarinda yetisebildigi i¢in ekim ndbeti planlamasinda onemli bir yeri vardir. En

Oonemli toprak 1slahi bitkilerinden birisidir (A¢ikgoz 2001).

Korunganin kok kalintilar1 toprakta organik madde birikmesine yardim ederek, kirag
iklim ve toprak kosullarinda olusumu cok gii¢ olan ve iistlin bir degeri bulunan
humusun artmasini saglar (Soya vd. 1997). Otu, nitrojensiz 6z maddeler, ham yag ve
ham protein orant agisindan yiiksektir. Hazmolmay1 olumsuz yonde etkileyen lignin
maddesi korunga otunda yoncadan daha azdir. Ayrica, ciftlik hayvanlarina siskinlik
yapmaz. Korunganin otlatma bakimindan diger bir 6nemi de bu bitkinin ilkbaharda
erken gelismeye baslamasidir. Boylece korunga, diger mera bitkileri otlatma

olgunluguna gelmeden 6nce hayvanlara yem saglar.

Korunga bitkisinin hastaliklar1 iizerinde fazla c¢alistimamistir. Bazi bdlgelerde
Sclerotinia trifoliorum ve Fusarium solani’nin yol agtig1 kok ¢iirtikliikleri Verticillium
alboatrum’un neden oldugu solgunluk, Ramularia, Septoria, Ascochyta funguslarinin
yol actig1 yaprak ve gdvde zararlar1 goriilmektedir. Korungada goriilen zararlilarin
basinda Sphenoptera carcieli, Bembecia scopigera ve Plaginatus florlis gelmektedir. Bu
zaralilarin larvalar1 korunga kok bogazina girerek kokiin 6z kismini tahrip etmekte,
kokleri zarar goren bitkiler 6lmektedir. Aslinda 8 ila 20 y1l arasinda 6mre sahip korunga

bitkisi, bu zararlilarin etkisi ile Tiirkiye’de 3-4 yildan fazla yasayamamaktadir.



El¢ci ve arkadaglari tarafindan 1992-1996 yillar1 arasinda Orta Anadolu kosullarinda
yapilan bir dizi ¢aligmada korunga tesisinde bdcek zararindan kaynaklanan oliimlerin
tesis yilinda basladigi goriilmiistiir. Yine ayni ¢calismada ekim yili ile birlikte tigiinci
yilinda tesisin ekonomik Omriinii tamamladig1r belirlenmistir. Orta Anadoluda bu

yillarda bdcek zararindan dolay1 korunga tarimindan vazgegilmek zorunda kalinmistir.

Korunga tarimini engelleyen zararlilar iizerinde yapilan c¢aligmalarda, incelenen ¢ok
cesitli tiir ve genotiplerin bu zararlilara dayanikli olmadigi goriilmiistiir (Biiytikburg vd.

1987).

Ulkemiz gayir ve meralar1 icin yem kalitesi ve adapyasyon yetenegi bakimindan énemli
bir yembitkisi olan korunga iizerinde yeterince 1slah ¢alismasi bulunmamaktadir. Bu
bitkinin ¢esitlilik merkezlerinden biri olarak bilinen Tiirkiye, korunga 1slahinda

kullanilabilecek yabani korunga tiirleri agisindan olduk¢a zengindir.

Yabani korunga tiirleri (Onobrychis sp.) biyotik ve abiyotik stres kosullarina (soguga,
kurakliga, hastalik ve zararlilara, tuzluluga) dayanma bakimindan oldukg¢a genis bir
adaptasyon yetenegine sahiptir. Ancak, bu tiirler iizerinde c¢ok fazla c¢alisma

bulunmamaktadir.

Yabani korunga tiirleri, gerek biyolojik cesitliligi artirmaya yonelik caligmalarda
gerekse 1slah calismalarinda ¢ok Onemli olan dogal gen kaynaklaridir. Genetik
cesitliligin diizeyini artirmak 1slah programinin basarisi i¢in mutlaka gereklidir. Genis
bir cesitlilik gosteren bu yabani korunga tiirlerinden 1slah ¢alismalarinda yararlanmak
miimkiindiir. Korunganin kromozom sayis1 ve kromozom morfolojisi hakkinda bilgi
sahibi olmak ve bunlardan yararlanmak 1slah caligmalarinda emin bir yol takip
edebilmek icin gereklidir. Ciinkii 1slahin ana kaynagi olan kromozomlar en biiyiik
yardimeidir (Darlington and La Cour 1976). Kromozomlar, 6zellikle anaglarin ileriki
dollerde etkisini ortaya koyma bakimindan ¢ok biiyiik kolayliklar ve aydinlatici bilgiler
verir (El¢i 1996).



Son yillarda, diinyada yabani tiirlerdeki zengin ¢esitliligi ortaya ¢ikarmaya yonelik
calismalar biiyiikk hiz kazanmigtir. Bu ¢aligmalar bitki 1slahi i¢in yabani tiirlerin sahip
oldugu zengin gen havuzlarinin degerlendirilmesine, korunmasma ve kullanilmasina
olanak saglayacaktir. Bu yabani tiirlerin sitolojik 6zelliklerinin bilinmesinin biiyiik

Onemi vardir.

Sitolojik karakterler genellikle kromozomlarla ilgili karakterlerdir. Bu karakterlerin
basinda kromozom sayisi gelmektedir. Kromozom sayis1 dogru goézlemler yapildigi
takdirde ¢ok kullanislt bir karakterdir. Ancak, bu gozlemler sirasinda satelitler sanki bir
kromozommus gibi muamele goérmekte ve yanlis sayimlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu
durumun goz Oniinde bulundurulmas: gerekir. Satelitlerin sayis1 ve pozisyonu ile
sentromerin yeri kullanilabilen diger karakterlerdir. Kullanilan biitiin bu karakterlerin
kromozom takiminin A kromozomlarina dayandirilmasi gerektigi, B kromozomlari ile
esey kromozomlarinin kullanilamayacagi belirtilmektedir (Moore 1968). Mayoz
boliinmede kromozom yapist ve davranislarinin populasyonlar arasindaki akrabalik ve
onlarin evrimlerini anlamamiza yardimci olabilecegi bildirilmektedir. Biitiin bu
karakterlerin ortaya ¢ikarilabilmesi i¢in karyotip analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.
Karyotip, mitotik metafazda kromozomlarin goriiniisiidiir. Bir karyotip, bes farkli
karakterin  karsilastirilmasiyla ortaya c¢ikmaktadir. Bu  karakterler, takimin
kromozomlarimin biiytikliiklerinde, sentromerin pozisyonunda, kromozomlarin nisbi
biiytiikliiklerinde, temel kromozom sayisinda ve satelitlerin pozisyonu ve sayisindaki

farkliliklardir (Stebbins 1971).

Gerek taksonomistler gerek ve gerekse botanikgiler ile bitki 1slahgilar herhangi bir tiirii
tespit ve tayin edebilmek i¢cin morfolojik ve sitolojik caligmalar yapmak
durumundadirlar. Herhangi bir tiiriin kesinlik kazanmasi i¢in ne sadece morfolojik, ne
de sadece sitolojik caligsmalar ve kromozom sayimlar1 tek basina yeterlidir. Bir tiirlin
sistematikteki klasik yerini tayin etmek ve bazi 1slah sorunlarini ¢6zebilmek i¢in o tiiriin
kromozomlarinin biiyiikliigii, morfolojisi, boyanmasi, sentromerlerinin kromozom
tizerindeks yeri ve seklinin nasil oldugunun bilinmesi gereklidir. Bitki 1slahgilari,

sistematikgilerin ve stologlarin yaptiklar1 kromozom ¢aligsmalarindan yararlanarak tiirler



arast melezlemeler ve bu melezlemelerde etkili olan kromozomlar konusunda bilgi

sahibi olarak istenilen sonuclar almaya gayret etmektedirler (Nazirdeh ve ark. 2009).

Bu ¢alismada iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren dort farkli Onobrychis tiiriiniin
(O. tournefortii (Willd.) Desv. , O. gracilis Besser, O. hypergyrea Boiss. , O. argyrea
Boiss. subsp. argyrea Boiss.) kromozom sayisi ve kromozom morfolojileri incelenmistir.

Elde edilen sonuglar karyolojik acidan tartigiimistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Kuramsal Temeller

2.1.1 Onobrychis Cinsinin Genel Ozellikleri

Korunga bitkisi, Fabaceae familyasina baglidir. Onobrychis cinsinin gegerli ad1 ilk kez
Miller tarafindan verilmistir. Bu tarihten 6nce Linne (1753) bu cinse ait tiirleri
Hedysarum cinsi igerisinde vermistir. Sonradan bu tiirler Onobrychis cinsine
aktarilmistir. Turkiye tiirleri ile ilgili ilk ayrintili calisma ve toplu bilgiler, birgok tiirii de
bizzat kendisi tanimlayan Boissier’in (1872) Flora Orientalis adl1 eserinde yer almistir.
Bu eser, Davis’in (1965-1985, 1988) editorliigiinii yaptigi Tiirkiye Florasi’nin
tamamlanmasina kadar Turkiye bitkileri i¢cin en kapsamli Flora ve en 6nemli kaynak
olarak yer almigtir. Daha sonraki yillarda ise Tiirkiye tiirleri ile ilgili en kapsamli

calisma Hedge’in (1970) Tirkiye Florasi icin yaptig1 revizyondur.

Diinyada korunga cinsine ait 162 tiir bilinmektedir. Yabani korungalar Baltik
Denizi’nden, Akdeniz; On Asya ve Sibirya’ya kadar uzanan c¢ok genis bir alana
yayillmistir. Tiirkiye’de ise 52 tiir (60 takson) yapilan son revizyon g¢alismasi ile ortaya

konmustur (Aktoklu 1995). Bu 52 tiirtin 27 tanesi iilkemize endemiktir.

Onaobrychis cinsi tek yillik veya ¢ok yillik otsul yapida olmakla birlikte, nadiren de
dikenli yaricalilardir. Genellikle tabanda odunlagsmis veya kalin toprakalti govdelidir.
Govdesi genellikle kivrik ve belirgin agik yesil ¢izgili ve basit tiiylii yahut tiiystizdiir.
Stiptilleri (kulakgiklar) serbest veya birlesik olup, genellikle tabandakiler uzun sapli,
iisttekiler ise kisa sapli veya nadiren sapsizdir. Yaprakciklar: tam kenarlidir, yuvarlaktan
linear-oblonga kadar mukronulat (kii¢lik sivri sert bir u¢), nadiren mukronat (sivri sert

bir u¢) bulunmaktadir.

Cicek durumu eksenseldir ve salkima benzer. Brakteler zarst ve kalicidir. Brakteoller 2
adettir, zars1 yapida, filiform (ipliksi), genellikle kaliks tiipii lizerinde, nadiren ¢igek sap1

tizerindedir. Kaliks ¢an seklinde, tiipiin alt kismi disa dogru siskin, disler esit degil



genellikle mizraksi sivri bir uzanti seklindedir. Korolla pembe, leylak, sari, krem veya
beyaz, genellikle koyu mor damarlidir. Bayrakg¢ik dairemsi, eliptik veya dikdortgenimsi
eliptik, bazen yatik yumusak tiiyliidiir. Kanatciklar genellikle kaliksten kisa, nadiren
uzun, kulak¢ikli ve saphidir. Ovaryum 1-2 yahut 3 oviilli, sapsiz, bazen ¢ok kisa sapli,
en azindan ugta yumusak kils1 ve nadiren tiiysilizdiir. Meyva 1 (-2) tohumlu, kuruyunca

acilmaz, genellikle hafif dairemsidir. Tohumlar1 1 (-2) adettir.

2.1.2 Cinsalt1 Taksonlar ve Teshis Anahtarlar

Onobrychis cinsi Tiirkiye’de 2 subgenus ile temsil edilmektedir. Bu subgenuslar i¢in

ayirim anahtart:

1.Cigekleri genellikle pembe, nadiren krem veya beyaz renkli, meyvasi hemen hemen

sapsizdir.
Subgenus:Onobrychis
2.Cigekleri sar1, nadiren krem veya beyaz renkli, meyvasi belirgin saplidir.

Subgenus:Sisyrosema
Subgenus 1.0nobrychis

Section 1.Dendrobtychis D.C
Section 2.Lophobrychis Hand-Mazz

Section 3.0nobrychis (O.gracilis)
Subgenus 2.Sisyrosema (Bunge) Grossh.
Section 4.Heliobrychis Bunge (O.argyrea)
Section 5.Hymenobrychis D.C (O.tornefortii, O.hypargyrea)

Bu c¢alismada yukaridaki tiirlerden dort tanesinde ¢alisilmistir.



2.1.2.1 Onobrychis gracilis Besser

Cok wyillik otsu olan bu tiir gévde tabaninda odunlu, dik veya yiikselici, 40—70 cm
boyunda, tiiysiiz veya seyrek yatik tlyliidiir. Yapraklar1 5-9 c¢ift olup, yaprakeiklari
linear veya linear oblang’tir. Yaprakeiklarin alt yiizii yatik tlyli, st yiizl tlysliz veya
cok seyrek yatik tiylidiir. Cicek durumu dar ve uzun, ¢ok c¢iceklidir ve meyva
doneminde ¢ok uzar. Korolla pembe renklidir. Bayrak¢ik 5-7 X 3,5-4 mm ve meyvasi
2,5X 3,5 mm’dir.

— Cigeklenme ve meyva zamani: Nisan-Agustos.

— Yetisme ortami ve ylikseklik: Cayirliklar, acik alanlar, tagli yamaglar, camlik,

meselik, yol kenari, tarla igi.

2.1.2.2 Onobrychis hypargyrea Boiss.

Cok yillik otsu olan tiir, gdvde yiikselici-diktir ve tabandan dallanir. En fazla 80 cm
boyundadir. Taban yapraklar1 3—4 ¢ift, 4-8 cm sapli, iistteki yapraklar1 47 c¢ift, hemen
hemen sapsiz ve yaprakciklari ise ovat, oblong ovat veya oblong lanseolat yapidadir.
Cicek durumu sap1 yapraklardan ¢ok uzun, ¢icekte en ¢ok 30 cm, meyvada en ¢ok 40
cm, cicek sapt yaklasik 2mm. Cicek durumu ¢ok cicekli, meyva doneminde uzar.
Korolla krem rengi veya agik sar1, kirmizi1 damarli, nadiren kirmizi damarsizdir. Meyva

kivircik tomentoz ve seyrek uzun piloz.
— Ciceklenme ve meyva zamani: Nisan-Temmuz

— Yetisme ortami ve yiikseklik: Tasli yamagclar, kalkerli yerler, acik araziler,

meselikler, 300—1750 m



2.1.2.3 Onobrychis tournefortii (Willd.) Desv.

Cok wyillik otsudur. Govde yiikselici-dik, tabandan dallanir, yogun, kisa ve daha az
yogun, en ¢ok 70 cm boyunda, uzun yaygin piloz. Stipiiller en ¢ok 10 mm, serbest, kisa
ve uzun yaygin piloz. Yapraklar 3-5 ¢ift, yaprakeiklar ovat-oblang, oblong-lanseolata
kadar. Cigek durumu seyrek, ¢ok ¢igekli meyva doneminde uzar. Brakteler 2—4 mm,
kalikls 5-8 mm’dir. Korola a¢ik sar1 veya krem rengi, genellikle kirmiz1 damarli, bazen
damarsiz. Ovaryum 2X 1 mm, tiiysiizdiir. Meyva yuvarlaktan bobreksiye kadar,
gencken tiiylii, olgunlastikea tiiyler dokiiliir; kenar ¢ok kisa disli veya hemen hemen tam

kenarli; disk kisa ve sert dikenli veya dikensizdir.
— Ciceklenme ve meyva zamani: Nisan-Agustos

— Yetisme ortam1 ve ylikseklik: Tash ve kalkerli yamaglar, ¢ayirlikla, step orman

acikligy, jipsli yamaglar,600-1950 m

2.1.2.4 Onobrychis argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss.

Cok wyillik otsudur. Govde dik, ¢ok dalli, en ¢ok 45 cm boyunda, tamami ipeksi veya
beyaz kecemsi sik tiiylii. Stiptiller 5—-8 (-14) mm, serbest. Yapraklar genellikle 2-3 (-4)
cift, tabanda bazen basit veya 1 ¢ift, yaprak¢iklar genisce ovat veya oblong, alt yiizii
daha parlak ipeksi veya beyaz kegemsi sik tiiyld, iki renk, tist yiizii yesil. Cigek durumu
sap1 yapraklardan uzun; cigcek sap1 1,5-2mm. Korolla kiikiirt sarisi, nadiren kirmizi
damarhdir. Ovaryum 1,5 X 1mm, hafif dairemsidir. Meyvanin kenar1 yaklasik 4 mm

boyunda ¢ok sayida dikenlerle kapl.
— Cigeklenme ve meyva zamani: Haziran-Agustos

— Yetisme ortami ve yiikseklik: Step, yamaglar, 700—1750 m



2.2 Kaynak Ozetleri

Darlington and La Cour (1945), Trillium grandiflorum’un 24°C’dan 0°C’a getirilmesi ve
orada 2 giin bekletilmesi sonucunda mitoz boliinmenin metafazinin oran olarak c¢ok
arttigini ve bu islemin ¢ok fazla kromozom biiziilmesine (Contraction) sebep olmadigini
bildirmislerdir.

Hill and Myres (1945), bugdaygillerde 6rnegin domuz ayrigi (Dactylis glomerata L.)
koklerinde kromozom sayiminda ilk islem olarak materyali 2°C’da 24 saat bekletmistir;
boylece, somatik kromozomlarda biiziilme oldugu icin kromozom sayisinin
belirlenmesinde kolaylik saglandigini, metafaz plaklarinda ¢ok keskin bir sekilde

kromozomlarin sayildigini agiklamiglardir.

Warmke (1946), kesilmis kok uglarinin damitik su ile doldurulmus kiiciik cam kaplarda
0°C’da buzdolabinda 1,5 saat bekletilerek ilk islemin yapilmasindan son derece iyi
sonuclar aldigim1 bildirmektedir. Arastirict bu teknik ile birbirinden ¢ok farkli
bugdaygillerde, 6rnegin Panicum, Paspalum, Stenotaphrum, Pennisetum, Cymbopogon,

Melandrium, Saccharum tiir ve varyetelerinde degerli sonuglar elde ettigini belirtmistir.

Heneen (1962) ve Elgi (1965a, 1966¢), karyotip analizlarinde kromozomlarin kol
indeksi ve nisbi boylarinin hesaplanmasi i¢in kromozomlarin ¢ekilmis fotograflarindan
yararlanmislardir. Karyotip analizlerini ve kromozom o&l¢limlerini yaparken devamli
preparatlarda bulduklar1 kromozom morfolojisi iyi goriilebilen somatik hiicrelerden

faydalanmislar ve bu hiicrenin mikroskopta fotograflarini ¢cekmislerdir.

Levan et al., (1964), karyotip analizlerinde sentromer durumunu median noktali (M),
median bolgeli (m), submedian bolgeli (Sm), subterminal bolgeli (st), terminal bolgeli

(t) ve terminal noktali (T) bigiminde kodlandirarak adlandirmislardir.



El¢i (1965a, 1966¢), Darlington and La Cour (1969), mitoz boliinmede somatik
kromozomlarin incelenmesinde 6n islem olarak a-monobromonaftalin kullanarak iyi

sonuclar elde etmislerdir.

Sitolojik calismalarda kullanilan fiksatifler incelenmek istenen kisimlara gore degisirler.
Cesitli amaclar i¢cin muhtelif fiksatifler kullanilabilir. En ¢ok kullanilan fiksatif 3:1
oraninda hazirlanan etil alkol ve asetik asit karigimidir. Fikse maddelerinden asetik asit
bu karigimlarin ¢ogunda bulunur. Asetik asit suratle koke niifuz eder. Kromozomlari
biraz kabartirsa da gercek goriiniislerini daha giivenli bir sekilde tesbit eder. Ozellikle
cekirdek yapilarma etkisi iyidir; plazmay1 kismen ¢ozer, berrak bir fon elde edilir ve
bdylece karyotip arastirmalari i¢in 6nemli olan kromozomlarin morfolojik yapilar1 daha
1yi secilir. Biitiin kromozom boyama metodlar1 arasinda Feulgen 6nemli bir yer tutar.
Cekirdek boyama maddelerinin ¢ogu daha ziyade kromatinle birlesirse de bu konuda
higbirisi Feulgen kadar etkili olamaz. Feulgen’den daha iyi sonu¢ almak i¢in daha dnce

materyali hidroliz etmek gerekir (Elgi 1965a).

El¢i (1966a), mitoz kromozomlarinin analizinin zor oldugu bazi baklagil bitkilerinde
kromzom sayimi ve karyotip analizi i¢in elverigli bir metod bulmak amaciyla adi fig
(Vicia sativa L.), sar1 ¢igekli fig (Vicia galeata Boiss.), eflatun ¢igekli fig (Vicia noeana
Boiss.), yem bezelyesi (Pisum arvense L.), sart ¢icekli gazal boynuzu (Lotus
corniculatus L.), korunga (Onobrychis arenaria Kit. D.C.), iran ii¢giilii (Trifolium
resupinatum L.) ve yemeklik bir baklagil olan fasiilye (Phaseolus vulgaris L.)
bitkilerinin tohumlarin1 labaratuvarda oda sicakliginda ¢imlendirmis ve elde ettigi kok
uclarini aragtirmada materyal olarak kullanmistir. Arastirmada analiz edilen materyal
i¢cin hidroliz siiresinin ¢ok 6nemli oldugunu belirtmistir. Hidroliz siiresi uzun oldugu
taktirde kromozomlarda herhangi bir boyanma miimkiin olmamustir. Diger taraftan kisa
hidroliz stireleri kromozomlar i¢in se¢ici bir boyama saglamamigtir. 1 N HCL’de 60°C
de fig tiirleri ve yem bezelyesi i¢in en elverisli hidroliz siiresini 12 dakika, sar1 ¢igekli
gazal boynuzu, korunga ve Iran {i¢giilii icin 10 dakika ve fasiilye i¢in bu siire 5 dakika
olarak tespit etmistir. Standart Feulgen metodu, bu arastirmada kullanilan bitkilerin

mitoz kromozomlarinit boyamak icin yeterli bulunmamistir. Buna karsilik ilk islem
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fiksasyon ve hidrolizden sonra kromozomlarin boyanmasinda asetokarmin kullanilmasi

elverigli sonuglar vermistir.

El¢i (1966a), tabii floradan toplanan otlak ayrigi (Agropyron cristatum L.) tohumlarin
materyal olarak kullanmistir. Materyalin kok uclarinda meristem hiicrelerde mitoz
boliinmeyi incelemis, arastirmanin sonucunda otlak ayriginin kromozom sayisinin
2n=28 oldugunu belirtmistir. Metafazda inceledigi kromozomlarda satelitli
koromozomlar gozlememistir. Mitoz kromozomlarin genel olarak submedian surumda

sentromerleri bulundugunu belirtmistir.

El¢i (1966b), ¢ok yillik ¢avdar (Secale montanum Guss.) ‘1 materyal olarak kullandigi
calismada, tabii vejetasyondan alinarak tiretilen ¢ok yillik c¢avdar ve bu g¢avdarin
kolkisin ile muamele edilmesi suretiyle elde edilen tetraploid ¢avdar numunelerinde
kromozom morfolojisini tesbit etmek ve karyotip analizi yapmak i¢in serada saksilarda
yetistirilen bitkilerin kdk uglarindan yararlanmistir. Aragtirmanin sonucunda ¢ok yillik
cavdarda diploid kromozm sayisinin 2n=14 oldugunu ve iki satelitli kromozomun
oldugunu belirtmistir. Ayrica tetraploid cavdarda somatik kromozom sayisini 2n=28
olarak tespit etmis, dort kromozomunun satelitli oldugunu ve bu kromozomlarin en

kiiciik kromozomlar oldugunu belirtmistir.

El¢i (1966¢c), yem bezelyesi (Pisum arvense L.)’nde yaptigi sitolojik c¢aligmalar
sonucunda kromozm sayisinin 2n=14 oldugunu, kromozomlarin normal yapida
oldugunu ve biiyiiklik bakimindan birbirlerinden fazla farklar gostermedigini

belirtmistir.

Malik and Thomas (1966), karyotip calismasi i¢in 5’ten 10’a kadar hiicrede orta
derecede biizlilmiis metafazdaki kromozmlar1 mikroskoptan ¢izim aleti ile ¢izmisler ve

kromozom kollarin1 kusursuz bir sekilde 6l¢miislerdir.

Zeybek ve Baltepe (1968), orsein boyamasi ile ezme preparatlarin yapilmasinda pektik

lamel ve seliiloz ¢eperin eritilmesi i¢in, pektinaz ve sellulaz enzimlerinin uygulanmasini
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Oonermisler ve bu metodun 6zellikle Graminea, Scrophulariaceae, Compositae,
Solanaceae, Cyperaceae, Malvaceae familyalari iiyelerinde ¢ok iyi sonuglar verdigini

belirtmislerdir.

Dvorak (1971), bugdayda soguk etkisiyle yapilan ilk islemin genellikle, kromozomlarin
birbirinden ayrilip yayilmalar1 ve biiziilmeleri bakimindan ¢ok iyi sonuglar verdigini

aciklamaktadir.

Mercy et al. (1974), Cicer cinsinin 3 tiirtinde (Cicer arietinum, Cicer soongaricum,
Cicer pinnatifidum) c¢alismiglar ve mitotik analiz i¢in tohumlar1 30°C’de
¢imlendirmiglerdir. Kokleri 6glen saat 12.00-13.00 arasinda kesmisler ve 0,002 M 8-
hydroxiquinoline ile 10°C’de 2-3 saat 6n isleme tabi tutmuslar, daha sonra kok uglarini
15 dakika musluk suyunda yikamis ve Nevcomber fiksatifiyle fikse etmislerdir.
Hidrolize gerek gormeyen arastiricilar, bir damla %2 ‘lik propionokarminde kok
uclarim1 boyayarak ezme preparatlar hazirlamislardir. Her 3 ¢esitin de kromozom
sayisint 2n=16 olarak tespit ederek 1 cift olarak bulunan satelitli kromozomun diger

kromozomlarin en biiyiigii oldugunu belirtmislerdir.

Rajhaty and Thomas (1974), ¢cok sayida yulaf bitkisinde kromozom sayisini1 belirlemek
icin soguk suda (+2°)-(+4°)C’da buzdolabinda 24 saat kok uclarint bekletmenin en

elverisli bir yontem oldugunu bildirmektedir.

Thomas and Pickering (1979), arpa cavdar melezinde yaptiklar sitolojk calismalarda
kuvvetli biiyliyen kok uclarim1 keserek, damitik suda 1°C’de 24 saat ilk islem ve 3:1
etanol-asetik asitte 2 saat fiksasyon yapmislardir. 1 N HCL’de 60°C’de 10 dakika
hidroliz yaparak, Feulgen ile boyamislar ve %1’ lik asetokarminde ezme preparat

hazirlamislardir.

Ahmad and Godward (1980), Cicer arietinum L.’un F10, C612, CSIMF varyetelerinde
mitoz ¢aligmalart yapmiglardir. Kiiltlir tohumlarint nemli filtre kagidi {izerinde

cimlendirip, aktif kok u¢larint 8-hydroxiqiiinoline’in 0,002 M soliisyonuyla 6n isleme
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tabi tutmuslar ve asetik alkolde 24 saat fikse etmislerdir. IN HCL’de 60°C’de 16 dakika
hidroliz ettikten sonra Feulgen ile boyamislar, boyadan ¢ikan kok uglarmi bir damla
astokarminde ezmigler ve preparat hazirlamiglardir. Kromozom sayisinin 2n=16
oldugunu, her varyetede 1 ¢ift satelitli kromozom bulundugunu, ayrica kromozomlardan
8. ciftin ¢ok kii¢iik oldugunu belirterek bu yiizden kii¢iik kromozomlarin kol oranlarinin

Ol¢iilemedigini bildirmislerdir.

Lavania and Sharma (1980), kromozom analizlerinde; karyogramlarin hazirlanmasinda

kromozomlari kiigiikten biiyiige dogru dizmislerdir.

El¢i (1982), kromozom boyamada Feulgen’i en etkili boyalardan birisi olarak
bulmustur. Feulgen kromozomlarin niikleik asitlerini boyar, kromatini ise segici olarak

boyar. Dokular hidroliz edildikten sonra kullanilir.

Sharma and Gupta (1982), bazi baklagil iriinlerinin karyotip analizleri iizerinde
durmuslardir. Cimlenen kok uglarini 3-4 saat paradiklorobenzen ile 6n muameleye tabi
tuttuktan sonra 24 saat asetik alkolde (1:3) fikse edip satndart Feulgen metoduyla

boyayarak ¢ok basarili sonuglar almiglardir.

Lavania ans Lavania (1983), 8 Hindistan baklagil bitkisi {izerinde sitolojik ¢aligmalar
yapmislardir. 2-25 °C’de 1slak kumda ¢imlendirilen tohumlardan iyi gelisme gosteren
kok uglarmi 3-3,5 saat, 12-14°C’de paradichlorobenzenin sudaki doymus erigiyle 6n
isleme tabi tutmuslar, buradan ¢ikardiklar1 kokleri iyice yikayarak Carnoy fiksatifinde 1
gece bekletmislerdir. 3-4 saat, IN HCL’de hidroliz yaptiktan sonra kokleri asetoorsein

ile boyamiglar ve preparatlart da %45°’lik asetik asitle hazirlamislardir.

Gu et al. (1984), karyotip analizinde, satellitlerin toplam boya ilave edilecegini
belirtmistir. Ayrica idiogramlarin hazirlanmasinda, homolog kromozomlardan sadece

birisinin gdsterilecegini bildirmistir.
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Nwankiti (1985), kromozom analizlerinde kol oranlarinin hesaplanmasinda, kisa kol /
uzun kol oranmmi kullanmistir, karyogramlarin hazirlanmasinda ise kromozomlari

kiiciikten biiyiige dogru dizmistir.

Sevimay (1986), yabani olarak yetisen ¢ok yillik ¢cavdar (Secale montanum Guss.)‘in
tohumlarint materyal olarak kullanmistir. Tohumlar1 petri kaplarinda ¢imlendirme
dolabinda 18-22 °C’de ¢imlendirmis, 10-15 mm uzunluga erisen kokleri keserek,
+4°C’de a-monobromonaftalin doymus ¢d6zeltisinde 16 saat ilk islem ve oda
sicakliginda glasial asetik asitte 30 dakika fiksasyon yapmistir. 1 N HCL ‘de 60°C’de 12
dakika hidroliz yaparak, Feulgen ile boyamustir. Sitolojik ¢alismalar sonucunda c¢ok
yillik cavdar (Secale montanum Guss.)’da diploid kromozom sayisinin 2n=14 olarak,
cok yillik cavdardan kolkisin etkisi ile elde edilen tetraploid ¢ok yillik ¢avdarda

kromozom sayisini 2n=28 olarak bulmustur.

Morgan et al. (1988), kdk ucu mitozunda ilk islem olarak, kdk ucunu heniiz buz
tutmakta olan suda 16 saat bekletmis, fiksasyon i¢in 3 Slgek alkol ve 1 dlgek asetik asit
kullanmiglardir. Fiksasyonu tamamlanan kok ucunu Feulgende boyamislar ve %1.5’luk

asetokarmin kullanarak ezme preparat teknigi le preparatlar yapmislardir.

Chen et al. (1990), Triticum aestivum ile Agropyron sp. arasinda yapilan tiirlerarasi
melezleme caligsmalarinda, elde edilen F;’in somatik kromozom sayisini tespit etmek
icin kok ucu meristemlerinden yararlanmislardir. Igerisinde o-monobromonaftalin
bulunan buzlu suda, 2°C’de 24 saat ilk islem yapmislardir. Fiksasyon icin 1 6l¢ek asetik
asit ve 3 Olgek alkol ve boyama i¢in de Feulgen kullanmiglardir. Ezme preparat

yapilirken %1 ‘lik asetokarminden yararlanmislardir.

Sancak (1994), Kamigs1 yumak (Festuca arundinacea Schreb.) ve ¢ok yillik ¢im
(Lolium perenne L.)’in dogal kisir melezinden poliploid bitkiler elde edilmesi konulu
arastirmasinda kamiss1 yumak ve diploid ¢ok yillik ¢imde mitoz kromozomlarin
ozelliklerini incelemistir. Serada bitkilerin yetistigi 10-15 cm ¢apindaki toprak saksilar

ters cevirerek gelismeleri iyi olan kokleri 10-15 mm uzunlugunda kesmistir. ilk islemde
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kok uglarina a-monobromonaftalinin doymus ¢6zeltisini uygulamis ve tesbit iglemi igin
kokleri oda sicakliginda 30 dakika glasial asetik asitte bekletmistir. 1 N HCL ‘de
60°C’de Lolium perenne L’de 10 dakika, Festuca arundinacea Schreb.’de 12 dakika
siire ile hidroliz yapmustir. Hidroliz edilen kok uglarin1 Feulgende boyamistir. Kamigsi
yumakta yaptigi sitolojik calismalar sonucunda, somatik kromozom sayisini 2n=42
olarak bulmus, kromozom boylar1 birbirine ¢ok yakin oldugundan, homologlarin
belirlenmesinde  giiclilk ¢ekmistir. Boylart  2.960-7.640 p arasinda degisen
kromozomlarin 11 tanesinin median (metasentrik) , 10 tanesinin ise submedian
(submetasentrik) oldugunu belirtmistir. Kamigst yumagin 5.kromozomunda satelit tesbit
etmistir. Diploid ¢ok yillik ¢imin ise 2n=14 somatik kromozoma sahip oldugunu,
kromozom boylarmmin 3.83-6.39 p arasinda degistigini, sentromerlerden 5 tanesinin
median, 2 tanesinin submedian durumda oldugunu belirtmistir. Ayrica 2, 3 ve 4 nolu

kromozomlarda ikincil yapilar (satelit) gézlemistir.

Yiizbasioglu (1996), baz1 Sternbergia tiirlerinin karyolojisi adli ¢alismasinda ilk islem
olarak kok uglarimi %0,05 kolkisin ¢ozeltisinde oda sicakliginda 3 saat bekletmistir.
Kolkisinden ¢ikardigi kok uglarini asetik asit: absolu alkol (1:3) ¢ozeltisinde tespit etmis
ve buzdolabinda en az bir gece bekletmistir. Daha sonra 1 N HCL’de 12-13 dakika

hidroliz yapmis ve hidroliz edilen kok uglarin1 Feulgen’de boyamustir.

Carolan et al. (2002), Oxytona seksiyonu tiirlerinin kromozomlarinin boyanmasinda

erimekte olan buz yontemini kullanarak basarili sonuclar aldiklarini belirtmislerdir.

Giiloglu (2002), baz1 fig bitkilerinde karyotip analizi konulu ¢alismasinda ilk islem
olarak kok uglarina o-monobromonaftalinin doymus ¢ozeltisini uygulamig ve tespit
islemi icin kokleri oda sicakliginda 30 dakika glasial asetik asitte bekletmistir. IN
HCL’de 60°C’de 12 dakika hidroliz yaparak, Feulgen ile boyamistir. Ayrica ezme

preparat hazirlarken laktopropionik orsein kullanmistir.

Seijo et al. Fernandez (2003), Lathyrus tiirlerinde yaptiklari ¢alismada kok uglarini
0°C’de 24 saat bekletmisler, tespit islemi i¢in 5:1 ethanol —laktik asit kullanmislardir.
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Daha sonra kok uglarin1 Feulgen ile boyayarak ezme preparat hazirlarken %3’liik asetik

orsein kullanmiglardir.

Martin (2003), Sideritis L. cisine ait tiirlerde karyolojik bir c¢alisma yapmuistir.
Cimlendirme sonucunda 1-1,5 cm’e ulasan kok ucglarini a-monobromonaftalinde +4
°C’de 16-17 saat 6n isleme tabi tutmustur. On islem sonrasinda 3:1 (etil alkol-glasial
asetik asit) ¢ozeltisi ile 24 saat fiksasyon yapmistir. Kok uglarimi daha sonra %70’lik
alkolde +4 °C’de depolamistir. Somatik metafaz kromozomlarinin ¢ok kii¢iik olmasi
nedeniyle kromozomlarin toplam boylarini BsChromosome ad1 verilen karyotip analiz
program aracilig1 ile mikron cinsinden 6lgmiistiir.

Osalou (2004), baz1 yabani hashaslarda kromozom sayilarinin belirlenmesi konulu
arastirmasinda kok uglarmi ilk islem olarak 0°C’de 24 saat bekletmis ve tespit i¢in 3:1
(ethanol-asetik asit) kullanmistir. Daha sonra 1IN HCL’de 60°C’de 8 dakika hidroliz
yapmustir. Hidroliz edilen kok uglarini Feulgende boyamistir. Arastirma sonucunda
biliylik bir ¢ogunlukla numunelerde 42 kromozom ve sadece bir numunede 28

kromozom bulmustur.

Zarifi (2004), Azerbaycanda bulunan baz1 korungalarda karyotip analizi adh
calismasinda Aceto-Iron-Hematoxylin yontemini kullanmistir. Boyanan kok uglarini
yarim saat yikadiktan sonra 3mm kadar kesip Cytase enzimiyle islatarak yarim saat

bekletmistir.

Ayrica diinyada korunga tiirleri ile yapilan calismalarin, arastiricilarin isimleriyle

birlikte yillar1 , ¢alisilan tiirlerin adlar1 ve kromozom sayilar1 Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2 Onobrychis cinsine ait tiirlerde yapilan karyolojik ¢aligsmalar

Tiirler Kromozom Arastirmacilar ve yillari
sayilari
0. aequidentata 16 Montmolin, 1984
0. aequidentata 28 Romano et al, 1987
0. aequidentata 14 Baltisberge , 1991
0. alba ssp. calcarea 14 Kozoharov et al ,1975
0 alba ssp laconica 14 Kozoharov et al , 1975
0. amoena 14 Baykabilov, 1977
0. antasiatica 14 Polishvaik , 1973
0. altissima 28 Ornduff, 1965
0. angustifolia 28 Chapman & Yuan , 1968
0. angustifolia 28 Ornduft, 1965
0. arenarid 14 Favarge , 1953
0. arenaria 14 Cave, 1963
0. arenaria 28 Ornduf ,1966
0. arenarid 28 Chapman & Yuan , 1968
0. biebersteinii 28 Ornduff,1966
0. biebersteinii 14 Ornduff,1968
0. bobrovii 14 Magulaev, 1995
0. caput-galli 14 Senn, 1938
0. caput-galli 14 Larsen, 1956
0. caput-galli 14 Cave,1959
0. caput-galli 14 Baykabilov,1977
0. chorassanica 14 Krashibaev,1992
0. chorassanica 14 Rahimi et al, 1999
0. cornuta 16 Cartier, 1976
0. cornuta 16 Astanova et al ,1981
0. cornuta 14 Magulaev et al ,1989
0. crista-galli 14 Corti, 1931
0. crista-galli 16 Senn, 1938
0. crista-galli 16 Baykabilov,1977
0. crista-galli 16 Lifante et al , 1992
0. crista-galli 32 Oberprieler et al ,1994
0. cyri 28 Ornduff,1966
0. cyri 14 Magulaev et al , 1989
0. daghestanica 28 Ornduff, 1989
0. dielsii 28 Magulaev et al ,1989
0. echidna 28 Astanova et al ,1981
0. echidna 14 Cartier, 1976
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0. elata 14 Baykabilov ,1977

0. ferganica 14 Al-Mayabh et al, 1977
0. galegifolia 16 Astanova et al, 1981
0. gontscharouii 14 Astanova et al, 1981
0. gontscharouii 16 Baykabilov, 1977

0. grandis 14 Al-Mayabh et al, 1977
0. haussknechtii 16 Ornduff, 1966

0. inermis 28 Ornduff, 1966

0. iberica 28 Magulaev et al, 1989
0. iberica 28 Ornduff, 1966

0. kemulariae 28 Zakharov, 1985

0. kemulariae 28 Chapman & Yuan, 1968
0. oxodonta 14 Magulaev et al, 1989
0. oxytropoides 28 Magulaev et al , 1989
0. o ytropoides 14 Rossello et al , 1969
0. peduncularis 28 Andreev , 1981

0. pindicola 28 Cave, 1957

0. ptolemaica 16 Zohary, 1972

0. ptolemaica 16 Baykabilov, 1972

0. pulchella 16 Astanova et al, 1981
0. pulchella 16 Ornduff, 1966

0. petraea 14 MagWaev et al, 1989
0. petraea 14 Oraduff, 1966

0. ruprechtii 14 Magulaev et al , 1989
0. ruprechtii 28 Baykabilov, 1977

0. seravschanica 14 Mesicek & Sojak , 1992
O. sibirica 28 Baykabilov , 1977

0. sintinisii 14 Montmollin et al , 1986
0. sphaciotica 14 Cave, 1963

0. squarrosa 32 Zohary, 1972

0. squarrosa 32 Baykabilov ,1977

0. squarrosa 32 Guinochet et al ,1962
0. supina 14 Natamjan, 1977

0. supina 14 Garnatje et al, 1978

0. supina 14 Ornduff,1966

0. sosnowskyi 14 Baykabilov,1977

0. tanailica 28 Rostavtseva, 1977

0. taitaitica 14 Baykabilov , 1977

0. tavernieriaefolia 16 Baykabilov , 1977

0. transcarpica 14 Baykabilov , 1977

0. transcarpica 28 Ornduff, 1966




0. transcaucasica 28 Ornduff, 1966

0. trawcaucasica 28 Baykabilov ,1977

0. trawcaucasica 28 Lungeanu, 1975

0. transsilvanica 14 Magulaev,1995

0. vassilzenkoi 14 Romanenko, 1937
0. viciaefolia 14 Maude, 1939

0. viciaefolia 28 Polishvaiko, 1973
0. viciaefolia 28 Zhu et al, 1989

0. viciaefolia 14 Diosdado et al, 1993
0. viciaefolia 28

Kaynak: (Cave, 1957; Chapman and Yuan. 1968; Goldblatt and Johnson, 1978,1981;
Goldblatt, 1985; Goldblatt

Goldblatt, 1983;

Cao

Johnson,1987,1989,1991,1993,1995;

Johnson,1998)

,1984;

Magulaev et al ,1996;
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu tez caligmasinda kullanilan tohumlar 2006-2007 yillar1 arasinda arazi ¢aligmalari

sonucunda dogal yetisme alanlarindan toplanmistir.

Cizelge 3.1 Tez caligmasinda kullanilan tiirlerin isimleri, toplandiklar1 lokasyonlar ve

koordinatlari
Bulundugu Teshis
Tiir ad1 Bulundugu iller Mevki Toplayan Eden
O.tournefortii | Nevsehir, Zelve 38”40 09K
(Willd.) Desv. | 1.vadi agik hava 35°5149D S.Avcl, A. Duran
miizesi (Volkanik 1060m C.Sancak
Tiif)
O.gracilis Adana Pozanti 3724 31K
Besser Orman Isletmesi 31°52 44D S.Avci, A.Duran
Onii (Kizilgam 780m C.Sancak
Ormanalt1)
O.hypargyrea | Ankara Cubuk II 40" 17 27K
Boiss. Baraj1 Ormanalti 33°00 57D S.Avc, A. Duran
1161m C.Sancak
O.argyrea Malatya, Darende 38°23 50K
Boiss. subsp. Asagrulupinar’dan 37°3525D S.Avci, A.Duran
argyrea Boiss. | sonra yaklasik 6 1408m C.Sancak
km.
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3.2 Yontem

Aragtirma Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Sitoloji
Labaratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada O. tournefortii (willd.) Desv. , O. gracilis
Besser, O. hypergyrea Boiss. , O. argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. tiirleri
kullanilmigtir. Bu tiirlerin tohumlar1 oda sicakliginda Jacobsen ¢imlendirme kaplarinda
cimlendirilmistir. Cimlenmeyi kolaylastirmak amaciyla tohum kabuklar1 mekanik
olarak cizilmistir. Bu amagla Jacobsen kaplarinin camlar1 uzunlugunda kurutma kagidi
kesilmistir. Kesilen kurutma kagitlar1 camlara yerlestirilmis ve musluk suyu ile
1slatilmigtir. Nemli olan kurutma kagitlari tizerine tohumlar seyrek olarak konulmustur.
Tohumlarin iizerine yine camlarin uzunlugundaki kurutma kagidi 1slatilarak
kapatilmistir. Bu sekilde hazirlanan Jacobsen kaplar1 2-3 giin siireyle oda sicakliginda
bekletilmistir. Her giin yapilan kontrollerle ¢gimlenen tohumlarin 10—15 mm boyundaki
kokleri kesilerek alinmistir. Kiigiik tiiplere konulan kdk uglarina agiklanan siraya gore

islem uygulanmis ve somatik hiicrelerde karyotip aragtirmalar1 yapilmistir.

3.2.1 Somatik kromozomlarin gozlemi icin materyalin hazirlanmasi

Karyotip analizi i¢in gerekli somatik kromozomlar, kok ucu meristem hiicrelerinden

elde edilmistir. Kullandigimiz materyal asagidaki yontem ile hazirlanmigtir.

3.2.1.1 Kok ucu orneklerinin alinmasi

Somatik kromozomlarin gozlemi i¢in kullanilan doku materyali kok ucundan alinmistir.
Yontem olarak simdiye kadar degisik islemler ve materyaller uygulanmistir ki bunlar
bir bitkiden digerine degisebilmektedir. Ancak biitiin yontemler ayni asamalardan
olusmaktadir.

—Tespit

—Hidroliz

—Boyama
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Bu calismadaki amag¢ kromozomlarin sayiminin net bir sekilde yapilmasidir. Bunun i¢in
metafaz I evresinde yakalanan hiicrelerin kromozomlarinin birbirlerinden ayirt edilebilir
bir hale gelmeleri i¢in kisaltilmalar1 sarttir. Boylelikle {ist {iste gelmemeleri
saglanmaktadir. Mitoz boliinmedeki kromozomlarin gézleminde bu ilk islem sayilir

(Osalou 2004).

3.2.1.2 ilk islem

Bu islemde o-monobromonaftalin basta olmak {izere c¢ok c¢esitli ¢ozeltiler

bulunmaktadir.

Bu calismada iki farkli yontem denenmistir.

Oncelikle; ilk islemde kok uglarina doymus o-monobromonaftalin  ¢dzeltisi
uygulanmistir. Bu ¢ozelti mitoz boliinmede ig ipliklerinin olusumunu durdurmakta,

kromozomlarin kisalmasina ve diizelmesine etki etmektedir (El¢i 1965a).

o -monobromonaftalin ¢ézeltisi 250 cm® saf su i¢ine 4-5 damla o —monobromonaftalin
damlatilarak hazirlanmistir. Cozelti 4—5 cm boyunda, 1,5-2 mm capindaki tiiplere 2 cm
ylksekliginde doldurulmustur. Tiiplerin igine {izerinde bitki adi, koklerin alinma tarihi
ve saatinin yazildigi kiigiik etiketler konmustur. Kok uclar1 bu tiipler igerisinde 2 saat
oda sicakliginda bekletilmistir (Elgi 1982). Ancak bu yontem uygulamasindan sonra

kromozomlarin ¢ok az derecede boyandig1 gozlenmis ve bir sonug alinamamustir.

Ikinci yontem; kimyasal yontemin disinda etkili bir ydntem olan soguk ortam
uygulamasidir. Bu yontemde bitki materyalleri kimyasal c¢ozeltiler yerine soguk
ortamda bekletilmigtir. Uygulanan sicaklik derecesi ve bekletme siiresi bitkiden bitkiye
gore degisir. Bu calismada soguk ortam olarak basariyla sonuglanan erimekte olan buz

yontemi tercih edilmistir.
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o —monobromonaftalin yontemiyle kiyaslandirildiginda, erimekte olan buz yodntemi
kromozomlarin daha ¢ok kisaltilarak kalinlasmasini ve daha iyi boyanmasini

saglamistir. Soguk ortam uygulamasinda farkli bekletme siireleri uygulanmstir.

a) Buzdolabinda biiyiik bir kap igerisinde erimekte olan buz iizerine ¢imlenmis tohumlar
iceren petri kutusu uygun bir sekilde yerlestirilerek 24 saat bekletilmistir. Ancak

incelenen kromozomlarda asir1 kisalma olmasi nedeniyle sonug¢ alinamamastir.

b) Kok uglar1 yukarida oldugu gibi erimekte olan buz igerisinde buzdolabinda 16 saat

bekletilmis ancak yine kromozomlarin boyunun ¢ok kisa oldugu gézlenmistir.

¢) Kok uclar yine yukaridaki gibi erimekte olan buz igerisinde buzdolabinda 12 saat

bekletilmis ve istenilen sonug¢ alinmistir.

3.2.1.3 Materyalin tespiti

Sitogenetik calismalarda kullanilan tespit ¢ozeltilerinin sayis1 ¢ok fazla degildir.
Kromozomlarin canlinin hayattaki durumuna miimkiin oldugu kadar yakin bir sekilde
gbzlenmesi icin ¢ozeltinin Oldiiriicti etkisi olduk¢a hizli olmalidir. Somatik hiicreler
tizerinde kullanilan bu ¢ozeltilerin en dnemlisi Glasial asetik asit ve 3:1 ¢ozeltisi (3

birim etil alkol, 1 birim asetik asit) olarak tanimlanmaktadir.

Bu c¢alismada Carolan et al. (2002) ‘mn metodu izlenerek ikinci ¢esit fiksatif
kullanilmistir. Bu da 1 birim glasial asetik asit (CH;.COOH), 3 birim etil alkol ( absdlii
alkol C,Hs.OH)’ diir.

Kesilmis olan kok uglar1 yarim saat 3:1 alkol: asetik asitte bekletildikten sonra hidroliz

islemine hazir sayilmaktadir.
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3.2.1.4 Materyalin muhafazasi

Materyalin tespitinden sonra kokler 3:1 alkol: asetik asitten alinarak musluk suyunda 2
defa 5’er dakikalik siireyle yikanmistir ve boylece asetik asitten temizlenmistir. Kok
uclart hemen kullanilmistir. Kok uglart daha sonra kullanilmak tizere %70’lik alkol
icerisine konulmus, depolanmis ancak iyi sonu¢ alinamamistir. Bu nedenle daima yeni

¢imlenen kok uglart kullanilmistir.

3.2.1.5 Hidroliz

Hidroliz, dokularin hiicrelerini birbirinden ayirip, onlarin daha iyi gozlenmesini
saglamaktadir. Bu ayirma isleminden sonra dokular, aralarinda birlestirici kuvvet
bulunmayan bir hiicre y1gin1 durumunu almaktadir. Béylece her hiicre kendi iglerindeki
kisimlar1 ile birlikte mikroskop altinda st {iste gelmeden tek bir tabaka halinde

gozlenmektedir.

Zamanlama, sicaklik derecesi ve hidrolizde kullanilan HCL’in konsantrasyonu DNA
molekiillerine zarar vermeden sadece purin-deoxyriboz baglarini koparacak derecede
ayarlanmalidir. Hidroliz siiresi kromozomlarin iyi boyanmasinda biiyiik rol almaktadir.
Dogru bir siire igerisinde dogru sicaklik derecesini uygulayabilmek i¢in 1IN HCL
icerikli tiipiin Onceden inkiibatdrde hazir bir sekilde bulundurulmasi gerekmektedir

(Arzani 1996). Bu ¢alismada 60°C, 1N HCL, 12 dakika uygulanmistir (Elgi 1982).

3.2.1.6 Boyama

Bu calismada, kromozomlarin boyanmasinda farkli yontemler uygulanmistir. Kok

uclarina uygulanan yontemler agsagida verilmistir:

a) % I’lik lakto-propiyonik orsein boyamasi
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Kok ucglart 1IN HCL’de 60° C’de 12 dakika hidrolizden sonra % 1°’lik lakto-propiyonik
orsein’de yaklagik yarim saat ve bir saatlik siirelerde boyanmis ve ezme preparat

yapilmistir. Bu metot ile kromozomlarin yeterince boyanmadigi gézlenmistir.

b) % 1’lik aseto-karmin boyamasi

Kok uclart hidrolizin ardindan, % 1°lik aseto-karmin boyasinda 45-60 dakika

bekletilmis ve ezme preparat yapilmistir. Ancak kromozomlar yeterince boyanmamaistir.

c) Feulgen boyamasi

Kok wuclar1 hidrolizden sonra, 30 dakika Feulgen’de bekletilmistir. Feulgen
kromozomlart visnegiirigli (koyu viole) rengine boyama 06zelligine sahiptir. Feulgen
kromozomlar1 ve hiicre ¢ekirdegini boyamaktadir. Dolayisiyla mitoz bdliinmenin en
yogun oldugu bolgeyi daha koyu bir sekilde boyamaktadir. Bu bolge kokiin 1-3 mm’ye
kadar u¢ kismimin hiicreleridir. Bu boyama ile O.gracilis, O. tornefortii, O.hypergyrea

tiirlerinin kromozomlar1 yeterince boyanmislardir.

3.2.1.6.1 Feulgen’ in hazirlanisi

e 1g kristal halinde fuksin bazik alinir.

e Kiiciik bir havanda veya 8—10 cm ¢apinda bir saat cami i¢inde ezilir.

e 500 cm®’liik bir erlenmayerin dip kismina, kabin etrafina bulagtirmadan bu ezilmis,
toz haline getirilmis fuksin bazigi konur.

e Bir bagka erlenmayerde 200 cm? liikk damitik su kaynatilir.

e Toz halindeki fuksin bazik iizerine bu kaynamis damitik suyu yavas yavas dokiiliir.

e Bir yandan da cam c¢ubuk ile boyay1 devamli bir sekilde karistirilir.

e Boyay1 50°C'a kadar soguyuncaya degin karistirmaya devam edilir.

e 20 cm?® N HCl ilave edilir.

e Siiziliir.

e 2 g potasyum metabisiilfit (K2S205) ilave edilir.
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e Boya agzi iyice kapatilmis bir siseye koyulur. Karanlik bir yerde, dolapta 24 saat
kadar, en az bir gece bekletilir. Boylece visneciiriigii rengindeki boya agik cay
rengini alir.

e Boya +4 °C da buzdolabinda muhataza edilir.

Hidrolizden c¢ikarilan kok uglart 5 dakika musluk suyu ile yikanip, boya icerisinde oda
sicakliginda, karanlik ortamda 30 dakika bekletilmistir. Ayrica ezme preparat yapilirken

laktopropionik orsein kullanilmistir.

Ancak O.argyrea Boiss sp argyrea Boiss tiiriinde Feulgen ile boyama sonucunda
istenilen sonug elde edilememis, farkli yontem uygulamasina gidilmistir. Bu tiirde
Aceto-Iron-Hematoxilin yontemi kullanilmistir. Kok uglart bu boya igerisinde 30 °C’de
20 saat bekletilmistir. Boyanan kok uglar1 yarim saat yikandiktan sonra 3mm kadar

kesilip Cytase enzimiyle 1slatilarak yarim saat bekletilmistir (Zarifi 2004).

3.2.2 Preparatin yapihisi

Boyama sonunda kok ucglarinin 1-2 mm’lik biiylime meristemlerinin koyu viyole
rengine boyandig1 goriilmistiir. Bu kisimlar jilet ile kesilerek lam tizerine alinmis ve
cok kiiciik pargalara boliinmiistiir. Parcalanan kisimlarin ok uglu igne ile laktopropionik
orsein icinde homojen olarak dagilmasi saglanmistir. Bu parcaciklar iizerine lamel
kapatilmistir. Daha sonra bir kursun kalemin arkasi ile lamele hafif hafif vurulmustur.
Boylece, hiicrelerin preparat i¢inde daha iyi dagilmasi ve yassilasarak hiicre igerisindeki
tim kromozomlarin ayni diizleme gelmesi saglanmistir. Ancak gerektiginden fazla
vuruldugunda hiicrelerin ¢eperlerinin pargalanip, kromozomlarin dagildigr ve
sentromerlerin ayrildigir goriilmiistiir. Kurutma kagidi arasina alinan preparata bir elin
basparmagi ile kuvvetle bastirilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar mikroskopta

incelenmeye alinmistir ( El¢i 1965b, 1966, 1982 ).
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3.2.3 Devamh preparatlarin yapihisi

Hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenerek iyi derecede boyanan ve ayni diizlem
tizerinde dagilim gosteren hiicrelere sahip olanlar bir bagka deyisle kromozomlari

karyotip analizi i¢cin uygun olan preparatlar devamli hale getirilmistir.

Devamli preparatlart yapmak i¢in lam ile lamel arasinda alkol buhar1 degis tokusunu
saglayan yoOntemden yararlanilmistir. Bu amagla preparatlarin dik olarak icine
konuldugu cam kaplarin i¢ yilizeyleri kurutma kagidi ile kaplanmistir. Cam kabin dip
kismina 4-5 mm yiiksekliginde absolii alkol konularak kurutma kagidi islatilmistir.
Cam kabmn kapagi, icindeki alkol buharini tutabilmesi igin vazelin siiriilerek
kapatilmistir. Boylece hazirlanan kaplara, devamli hale getirilmek istenen preparatlar
konularak, buzdolabinda 0-4 °C’de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin cikarilan
preparatlar i¢ yiizeyleri ve kapagi kurutma kagidi ile kapl ve absolii alkol ile 1slatilmis
petri kutularina yerlestirilmistir. Lamelin {i¢ kenarina 1-2 damla euparal damlatilmistir.
Bu damlalar ok ucu yardimiyla lamelin kenar1 boyunca dagitilmigtir. Petri kutusunun
kapagi kapatilarak oda sicaklifinda 2—3 giin bekletilip kuruyan preparatlar devamli hale

getirilmistir.

3.2.4 Karyotip analizleri ve kromozomlarin detayh olarak incelenmesi

3.2.4.1 Fotograf c¢ekimi ve film banyosu

Karyotip analizleri ve kromozom 6l¢iimlerini yapmak i¢in, preparatlarda iyi bir dagilma
gosteren, fazla biizilmemis kromozom morfolojileri iyi goriilebilen ve kromozomlari
bir diizlem {izerinde bulunan her bir tiir i¢cin en iyi on tane somatik hiicrenin fotograflar
Olympus marka mikroskopta 24x36 mm 25 ASA’lik filmler iizerine ¢ekilmistir. Filmin
banyosunda 2 ¢esit ¢ozelti (developer, fixer) kullanilmistir. Film 3 dakika developer
¢Ozeltisinde bekletildikten sonra 3 defa durulanmis fixer c¢oOzeltisinde 5 dakika
bekletildikten sonra yine 3 defa durulanarak islem tamamlanmistir. Bu negatifler

agrandizor ile Ilford RCS kartlarina basilmistir.

27



3.2.4.2 Kromozom boylarinin o6l¢iilmesi

Kromozomlarin mikroskoptan fotograflar1 ¢ekilirken, gergek biiyiitmenin ne kadar
oldugunu belirlemek i¢in bir objektif mikrometrenin de fotografi ¢ekilmistir. Bu
mikrometrenin fotografi da aym agrandizorde basilmis ve bir mikronun ne kadar
biiyiitiildiigli belirlenmistir. Basilan kartlar fotokopi ile iki kat1 biiyiitilmistiir. Boylece
kromozomlarin uzun ve kisa kol boylar1 ve satellitleri kumpas ile milimetrik olarak
kolaylikla ol¢iilmiistiir. Bu Olglimler daha sonra objektif mikrometre ile oranlanarak
mikron cinsinden degerlendirilmistir. Arastirmamizda kromozom boylarmin gercek
biiytlikliigiiniin 3000 kat1 kadar biiyiitiildiigii dikkate alinmistir. Kromozom boylarinin
Ol¢ciimii Elgi (1965b)’ye gore yapilmustir.

3.2.4.3 Sentromer indeksinin hesaplanmasi

Her ne kadar arastirmalar sirasinda kok ucundan 6rnek alma isleminden baslayarak
boyama, preparatlarin yapilist ve kromozomlarin morfolojilerinin belirlenmesine kadar
olan biitliin islemlerde esitligin saglanmasi i¢in gereken biitiin ¢abalar gosterilse de
hiicredeki kromozomlarin yapilarinda farkliliklar goriilebilmektedir. Bu farkliligi da en
aza indirmek i¢in miimkiin oldugunca birbirine en yakin morfolojik yap1 gosteren

kromozomlarla arastirmanin yapilmasi saglanmstir.

Ayni hiicre i¢inde bulunan kromozomlarin boylarini birbirleri ile karsilastirmak igin

kromozomlarin sentromer indeksinden yararlanilmstir.

Kromozomun kisa kol boyu
Sentromer indeksi = x 100
Kromozomun Toplam Boyu
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3.2.4.4 Kromozom kollarinin indeksleri

Levan et al. (1964) kol indekslerini hesaplarken kromozomun uzun kolunu, kisa kola
bolmiiglerdir. Bu sayede, kromozomlarin taniminda sentromerin yeri ve hangi kolun
uzun kol oldugu kolayca bulunur. Arastirmamizda da kromozomun uzun kol boyu kisa
kol boyuna boliinerek kol indeksleri hesaplanmistir. Sentromerin yerine gore

kromozomlarin adlandirilmasi Cizelge 3.2.4.4.”deki gibi yapilmustir.

Cizelge 3.2.4.4 Kromozomlarin adlandirilmasinda sentromerlerin kullanilis1 (Levan et

al. 1964)

Sentromerin yeri Kol orani (r) Kromozom sembolii | Kromozomun adi
Median Bolgeli 1 m Metasentrik
Submedian 1,7 sm Submetasentrik
Subterminal 3,0 st Subtelosentrik
Terminal Bolgeli 7,0 t Akrosentrik

Kromozomlarin nisbi boyu ve kol indeksleri, bir karyotipteki homolog kromozomlarin
belirlenmesinde kullanilmistir. Cesitlerin her birinde bes somatik hiicrede kromozom
Olctimleri yapilmistir. Boylece, bir hiicre igerisinde iki homolog kromozom olduguna
gore, bir hiicrenin biitiin kromozomlar1 6l¢iildiigli zaman, bir kromozom ve bir de
homologu olan ayni degerdeki iki kromozom o6l¢iilmiis olmustur. Bes hiicrede 6l¢tiim
yapilmis on kromozom O0l¢iisii elde edilmistir. Hesaplamalarimiz bu on kromozomun
Olctileri hesap alinarak yapilmistir. Her kromozomun boyu, kisa kol ve uzun kol boylari,
daha once anlatilan yontem ile kagitlar izerinde mm olarak ve mm’nin 0,1’ine kadar
Ol¢iilmiistiir. Bir kromozomun boyu, iki kol boyunun ayri ayri nisbi boyu ve kol
indeksleri hesaplanmigtir. Kol indeksleri ve nisbi boylar1 biribirine yakin olanlar
homolog kromozomlar olarak belirlenmistir. Ayr1 bir cetvel hazirlanarak, homolog
kromozomlar birbirinin yanina getirilmistir. Bu durumda bes hiicrenin her birinde en
uzun olan ikiser kromozoma (homolog kromozomlar) I numarasi verilmistir. Sira ile

diger homolog kromozomlar da numaralandirilmistir. Ayni numaray1 alan bes ayri
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hiicredeki on homolog kromozomun kisa kollarinin boyu toplanip, ortalamasi alinarak, I
numarali kromozomun uzun kol boyu hesaplanmistir. Ayni yontem ile kisa kol boyu da
hesaplanmistir. Kisa kol ve uzun kol boylarinin toplaminin ortalamasi bu kromozomun

ortalama boyu olarak alinmistir.

3.2.4.5 idiogramlarin ¢izilmesi

En uzun kromozom en basta olmak {izere kromozomlar boylarina gore siralanmistir.
Kagida cizilen yatay eksen iizerine belli bir oranda kromozomlarin ortalama boylarini
belirten 5 mm’lik kalin, dik c¢izgiler halinde kromozomlarin 6nce uzun kollari
cizilmigtir. Sonra 2 mm sentromerin yerini belirleyen bir aralik birakilmigtir. Ayni
kalinliktaki gizgiler ile kromozomun kisa kolu ¢izilmistir. Sonra iki kromozom arasinda
5 mm’lik aralik birakilarak diger kromozomlar ¢izilmis ve idiogramlar hazirlanmistir

(Elgi 1982) .

3.2.4.6 Karyogramlarin yapihisi

Karyogramlar, bir bireyin kendi genomu i¢indeki kromozomlarimin birbirleri ile
karsilagtirilmasinda ve diger bireylerden kromozom yapilar1 bakimindan farklarinin
belirtilmesinde, ayn1 zamanda aralarindaki ilginin goériilmesinde kullanilir. Karyogram
yapmak i¢in 6nceden tespit edilmis homolog kromozomlarin fotograflar1 esler halinde
yan yana getirilmistir. Bunun i¢in bir hiicrenin ¢ok iyi ¢ekilmis fotograflar1 secilmistir

(Elgi 1982).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

O.tournefortii (Willd.) Desv. tiiriinde yapilan sitolojik ¢aligmalar sonucunda, kromozom
sayis1 2n=14 olarak bulunmustur (Sekil 4.1.). Tiire ait karyogram Sekil 4.2.°de,
idiogram ise, Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Kromozomlarin morfolojilerine ait dlgiimleri

hesaplanarak Cizelge 4.1.’de verilmistir. Kromozom 6zellikleri asagida 6zetlenmistir.

Kromozom I: O.tournefortii tiiriniin en uzun kromozomudur. Boyu 2,19 p’dur.
Median sentromerli olup kol orani 1,35 pu, uzun kolun uzunlugu 1,25 p, kisa kolun

uzunlugu 0,94 p’dur. Sentromer indeksi 42,79 p’dur.

Kromozom II: Submedian sentromerlidir. Kol oran1 1,89 p, sentromer indeksi 34,75

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,33 p, kisa kolun uzunlugu 0,71 p’dur.

Kromozom III: Submedian sentromerlidir. Kol orami 1,95 p, sentromer indeksi

34,32 dur. Uzun kolun uzunlugu 1,25 p, kisa kolun uzunlugu 0,66 p’dur.

Kromozom IV: Median sentromerli olup kol oran1 1,32 p, uzun kolun uzunlugu 1,00 p,

kisa kolun uzunlugu 0,77 p’dur. Sentromer indeksi 43,68 p’dur.

Kromozom V: Median sentromerlidir. Kol orani 1,37 p, sentromer indeksi 42,39 p’dur.

Uzun kolun uzunlugu 0,92 p, kisa kolun uzunlugu 0,68 p’dur.

Kromozom VI: Submedian sentromerlidir. Kol orani1 1,97 p, sentromer indeksi 34,01

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,05y, kisa kolun uzunlugu 0,54 p’dur.

Kromozom VII: Median sentromerlidir. Kol orant 1,68 p, sentromer indeksi 37,82

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 0,87 p, kisa kolun uzunlugu 0,53 p’dur.
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Sekil 4.1 O.tournefortii (Willd.) Desv. (2n=14) tiiriiniin mitotik metafazdaki s
somatik kromozomlari

Sekil 4.2 O.tournefortii (Willd.) Desv. tiiriine ait karyogram

um
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Sekil 4.3 O.tournefortii (Willd.) Desv. tiiriine ait idiogram
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O.hypargyrea Boiss. tiiriinde yapilan sitolojik ¢alismalar sonucunda, kromozom sayisi
2n=14 olarak bulunmustur (Sekil 4.4.). Tiire ait karyogram Sekil 4.5.’de, idiogram ise,
Sekil 4.6.‘de gosterilmistir. Kromozomlarin morfolojilerine ait 6l¢limleri hesaplanarak

Cizelge 4.2.’de verilmistir. Kromozom 6zellikleri asagida 6zetlenmistir.

Kromozom I: Submedian sentromerli olup kol oran1 1,74 p, uzun kolun uzunlugu 1,14

u, kisa kolun uzunlugu 0,69 p’dur. Sentromer indeksi 38,26 p’dur.

Kromozom II: Submedian sentromerlidir. Kol orani 2,04 p, sentromer indeksi 33,35

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,08 p, kisa kolun uzunlugu 0,54 p’dur.

Kromozom III: Submedian sentromerlidir. Kol oram1 2,22 p, sentromer indeksi 31,43

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,02 p, kisa kolun uzunlugu 0,46 p’dur.

Kromozom IV: Median sentromerli olup kol oran1 1,65 p, uzun kolun uzunlugu 0,84 p,

kisa kolun uzunlugu 0,52 p’dur. Sentromer indeksi 38,43 p’dur.

Kromozom V: Submedian sentromerlidir. Kol oran1 1,80 p, sentromer indeksi 36,54

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 0,79 u, kisa kolun uzunlugu 0,46 p’dur.

Kromozom VI: Median sentromerlidir. Kol orant 1,58 p, sentromer indeksi 39,21

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 0,67 p, kisa kolun uzunlugu 0,43 p’dur.

Kromozom VII: Tiirlin en kisa kromozomu olup total uzunlugu 0,80 p’dur. Median
sentromerlidir. Kol oran1 1,41 p, sentromer indeksi 31,24 p’dur. Uzun kolun uzunlugu

0,50 u, kisa kolun uzunlugu 0,30 p’dur
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Sekil 4.4 O.hypargyrea Boiss. (2n=14) tiiriiniin mitotik metafazdaki somatik
kromozomlar1

Sekil 4.5 O.hypargyrea Boiss. tiiriine ait karyogram
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Sekil 4.6 O.hypargyrea Boiss. tiiriine ait idiogram
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O.gracilis Besser tiiriinde yapilan sitolojik calismalar sonucunda, kromozom sayisi
2n=14 olarak bulunmustur (Sekil 4.7.). Tiire ait karyogram Sekil 4.8.’de, idiogram ise
Sekil 4.9.‘da gosterilmistir. Kromozomlarin morfolojilerine ait 6l¢timleri hesaplanarak

Cizelge 4.3 de verilmistir. Kromozom 06zellikleri asagida 6zetlenmistir.

Kromozom I: Submedian sentromerli olup tiiriin en uzun kromozomudur. Kol oran
1,99 u, uzun kolun uzunlugu 1,55 p, kisa kolun uzunlugu 0,79 p’dur. Sentromer indeksi

33,74 wdur.

Kromozom II: Median sentromerlidir. Kol oran1 1,60 p, sentromer indeksi 39,49 p’dur.

Uzun kolun uzunlugu 1,32 p, kisa kolun uzunlugu 0,88 p’dur.

Kromozom III: Median sentromerlidir. Kol oram1 1,29 p, sentromer indeksi 43,95

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,08 p, kisa kolun uzunlugu 0,86 p’dur.

Kromozom IV: Submedian sentromerli olup kol orani 1,83 p, uzun kolun uzunlugu

1,18, kisa kolun uzunlugu 0,66 p’dur. Sentromer indeksi 36,28 p’dur.

Kromozom V: Submedian sentromerlidir. Kol orant 1,86 p, sentromer indeksi 35,51

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,09 p, kisa kolun uzunlugu 0,60 p’dur.

Kromozom VI: Submedian sentromerlidir. Kol orani 1,80 p, sentromer indeksi 35,88

w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,00 p, kisa kolun uzunlugu 0,56 p’dur.

Kromozom VII: Median sentromerlidir. Tiirlin en kisa kromozomudur, total uzunlugu
1,46p’dur. Kol orani 1,55 p, sentromer indeksi 39,90 p’dur. Uzun kolun uzunlugu 0,87
K, kisa kolun uzunlugu 0,59 p’dur.
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Sekil 4.7 O.gracilis Besser (2n=14) tiiriniin mitotik metafazdaki somatik
kromozomlar1

Sekil 4.8 O.gracilis Besser tiiriine ait karyogram

um
2 -

2

Sekil 4.9 O.gracilis Besser tiiriine ait idiogram
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O.argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. tlirlinde yapilan sitolojik ¢alismalar sonucunda,
kromozom sayist 2n=16 olarak bulunmustur (Sekil 4.10.). Tiire ait karyogram Sekil
4.11.°de, idiogram ise, Sekil 4.12.‘de gosterilmistir. Kromozomlarin morfolojilerine ait
Olctimleri hesaplanarak Cizelge 4.4.’de verilmistir. Kromozom o6zellikleri asagida

Ozetlenmistir.

Kromozom I: Kol oram1 4,74 p olup subtelosentriktir. Total uzunlugu 2,94 p, uzun
kolun uzunlugu 1,52 p, kisa kolun uzunlugu 0,40 p’dur. Sentromer indeksi 13,49 p’dur.
Kromozomun uzun koluna bagli 1,03 p uzunlugunda bir satelit gézlenmistir.
Kromozom II: Subedian sentromerlidir. Kol orant 1,99 p, sentromer indeksi 33,79
w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,74 p, kisa kolun uzunlugu 0,89 p’dur.

Kromozom III: Subedian sentromerlidir. Kol oran1 2,05 p, sentromer indeksi 33,25
w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,60 p, kisa kolun uzunlugu 0,80 p’dur.

Kromozom IV: Submedian sentromerli olup kol orant 2,41 p, uzun kolun uzunlugu
1,58 p, kisa kolun uzunlugu 0,67 p’dur. Sentromer indeksi 29,75 p’dur.

Kromozom V: Submedian sentromerlidir. Kol oram1 2,13 p, sentromer indeksi 32,42
w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,43 p, kisa kolun uzunlugu 0,68 p’dur.

Kromozom VI: Submedian sentromerlidir. Kol orani 1,95 p, sentromer indeksi 34,14
w’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,24 p, kisa kolun uzunlugu 0,64 p’dur.

Kromozom VII: Median sentromerlidir. Total uzunlugu 1,65 p’dur. Kol oranmi 1,58 p,
sentromer indeksi 39,63 p’dur. Uzun kolun uzunlugu 1,00 p, kisa kolun uzunlugu 0,65
w’dur.

Kromozom VIII: Median sentromerlidir. Total uzunlugu 1,39 p’dur. Kol oran1 1,37 p,
sentromer indeksi 42,60 pu’dur. Uzun kolun uzunlugu 0,80 p, kisa kolun uzunlugu 0,59

w’dur.
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Sekil 4.10 O.argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. (2n=16) tiiriiniin mitotik
metafazdaki somatik kromozomlari

Sekil 4.11. O.argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. tiirline ait karyogram
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Sekil 4.12. O.argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. tiirline ait idiogram

42



5. TARTISMA VE SONUC

Bu arasgtirmada dort farkli yabani korunga tiliriiniin kromozomlarinin karyotipleri
belirlenmistir. Amacimiz tiirlerin kromozom sayisini saptamak ve her bir bireyin kendi
genomu i¢indeki kromozomlar1 birbiriyle karsilagtirmaktir. Kromozom farkliliginin ve
benzerliklerinin belirtilmesinde aralarindaki yakinlik ve uzakligin saptanmasi 6nem
tasimaktadir.  Literatiirde, O.tournefortii  (Willd.) Desv., O.gracilis Besser,
O.hypargyrea Boiss., O.argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss.’in kromozom sayilari ile
ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Bu tiirlerin kromozom sayilar1 ve karyotip

analizleri ilk kez bizim ¢aligmamizda saptanmaistir.

Karyolojik g¢alismalar kromozomlarin morfolojileri, boylar1 ve sayilarin1 belirlemede
temel bilgiler saglar (Tan et al., 2004). Giiniimiizde kromozom c¢aligmalarinin ¢ok
degisik amaclarla kullanilmalarmin yani sira taksonomik amaglarla da kullanildig:
bilinmektedir. Moore (1968), taksonomide sadece A kromozomlar1 sayisinin, satelitlerin
say1s1 ve pozisyonunun, sentromer durumunun ve sekonder yapilarinin kullanildig: bir
karakter oldugu ileri stirmiistiir. Ayrica Heywood (1972), mayoz béliinmede kromozom
yapist ve davraniglarinin popiilasyonlar arasindaki akrabalik iligkilerini anlamamiza
yardimci olabilecegini ifade etmistir. Bundan bagka Stebbins (1971), kromozom sayisi
ve morfolojisinin anlagilabilmesi icin karyotip analizlerinin yapilmasi gerektigini ve bir
karyotipin bes farkli karakterin kiyaslanmasi oldugunu bildirmektedir. Bu karakterler
kromozomlarin biiyilikliglinde, sentromerin pozisyonunda, kromozomlarin nispi
biiyiikliigiinde, temel kromozom sayisinda, satellitlerin sayis1 ve pozisyonundaki

farkliliklardir.

Sozii edilen biitlin bu karekterlerin gozlenebilmesi i¢in kromozomlarla ¢alisilmada ¢ok
degisik metodlar gelistirilmistir. Bu metodlarin hepsinin ortak yani hiicre boliinmesi
esnasinda boliinmeyi kontrol edecek ve kromozomlarin istenen sekle gelmesine
yardimec1 olacak on muamele ¢ozeltilerinin  kullanilmasidir. Bunun ig¢in degisik
aragtiricilar tarafindan kolkisin, 8-hidroksikinolin, buzlu su, o —monobromonaftalin ve
paradiklorobenzen gibi 6n muamele ¢ozeltileri kullanilmistir. Kolkisin’in kromozomlari

iyi ayirdigini, ancak fazla biiziildiigiinii bu nedenle baz1 yapilarin kaybolabilecegini, 8-
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hidroksikinolinin ise kromozomlarda hag¢ isareti sekillerini artirdifindan sentromer
yerinin tespitinin zorlagtirgin1 belirtmiglerdir. Bunun yaninda paradiklorobenzenin
kromozomlarin ¢ok iyi bir sekilde dagilmasini sagladigini, 6zellikle sekonder yapilari
daha iyi belirledigini bildirmektedirler. Ayrica El¢i (1982) a —monobromonaftalinin iyi
bir 6n muamele ¢ozeltisi oldugunu bunun yan sira paradiklorobenzenle de 3-4 saatlik
O6n muamelenin basarili sonuglar verdigini belirtmektedir. Sharma and Gupta (1982)
bazi baklagil tiriinlerinde yaptiklar1 karyotip analizi adli ¢alismalarinda 6n muamele
cOzeltisi olarak paradiklorobenzen ile 3-4 saat muameleden sonra kok uglarini asetik

alkolde (3:1) 24 saat fikse edip feulgen ile boyamislardir.

Warmke (1946), kesilmis kok uclarinin damitik su ile doldurulmus kiiciik cam kaplarda
0°C’da buzdolabinda 1,5 saat bekletilerek ilk islemin yapilmasindan son derece iyi
sonuglar aldigin1  bildirmistir. Arastirict bu teknik ile birbirinden ¢ok farkh
bugdaygillerde, 6rnegin Panicum, Paspalum, Stenotaphrum, Pennisetum, Cymbopogon,
Melandrium, Saccharum tiir ve varyetelerinde degerli sonuglar elde ettigini belirtmistir.

Dvorak (1971), bugdayda soguk etkisiyle yapilan ilk islemin genellikle, kromozomlarin
birbirinden ayrilip yayilmalar1 ve biiziilmeleri bakimindan ¢ok iyi sonuglar verdigini

agiklamustir.

Rajhaty ve Thomas (1974), yulaf bitkisi {lizerinde yaptiklar1 calismada kok uglarini
soguk suda (+2°)-(+4°)C’da buzdolabinda 24 saat bekletmislerdir.Yine Morgan et al.
(1988), kok ucu mitozunda ilk islem olarak, kok ucunu heniiz buz tutmakta olan suda 16
saat bekletmis, fiksasyon icin 3 oOlgek alkol ve 1 6lgek asetik asit kullanmislardir.
Fiksayonu tamamlanan kok ucunu Feulgende boyamislar ve %1.5’luk asetokarmin
kullanarak ezme preparat teknigi le preparatlar yapmislardir. Carolan et al. (2002),
Oxytona seksiyonu tiirlerinin kromozomlarmin boyanmasinda erimekte olan buz
yontemini kullanarak basarili sonuglar aldiklarini belirtmislerdir. Osalou (2004), yabani
hashaslarda kromozom sayilarini belirlemek amaciyla yaptigi calismada ilk islem olarak
kok uglarini 24 saat 0°C’de bekletmis ve iyi sonug aldigini belirtmistir. Arastirmamizda
o —monobromonaftalin ve buzlu su yontemi denenmistir. Buzlu su ydntemi, o —
monobromonaftalin yontemiyle kiyaslandirildiginda, erimekte olan buz kromozomlarin

daha cok kisaltilarak kalinlagsmasini ve daha iyi boyanmasini saglamistir. Bu nedenle
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calismamizda basariyla sonuclanan erimekte olan buz yontemi tercih edilmistir. Boylece

de Morgan et al. (1988)” nin yaptig1 ¢calismayla benzer sonuglar elde edilmistir.

Tespit islemi materyali canli durumuna en yakin halde 6ldiirmesi ve aseptik sartlarda
muhafaza etmesi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Bu asamada da sadece asetik asit
kullanildig gibi (Unal, 1990; Unal ve Elgi, 1996), absolii alkol; kloroform: glasial
asetik asit ( Newton, 1985), absolii alkol: glasial asetik asit (3:1) karisimi da oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir (Nwankiti, 1985; Davina and Fernandez, 1989; Unal et.
al.,1995).

Sitolojik caligsmalarda kullanilan fiksatifler incelenmek istenen kisimlara gore degisirler.
Cesitli amaclar icin muhtelif fiksatifler kullanilabilir. En ¢ok kullanilan fiksatif 3:1
oraninda hazirlanan etil alkol ve asetik asit karisitmidir. Fikse maddelerinden asetik asit
bu karigimlarin ¢ogunda bulunur. Asetik asit suratle koke niifuz eder. Kromozomlari
biraz kabartirsa da gercek goriiniislerini daha giivenli bir sekilde tesbit eder. Ozellikle
cekirdek yapilarma etkisi iyidir; plazmay1 kismen ¢ozer, berrak bir fon elde edilir ve
boylece karyotip aragtirmalari i¢in 6nemli olan kromozomlarin morfolojik yapilari daha
1yi secilir ( Elgi 1965a, 1966¢; Darlington and La Cour, 1969 ). Yaptigimiz calismalar
sonucunda bu tiirler i¢in en iyi tespit ¢dzeltisinin 3:1 (3 dlgek Absolii Alkol, 1 6lgek

Glasial Asetik Asit) oldugu ortaya koyulmustur.

Hidroliz dokularin hiicrelerini birbirinden ayirip onlarin daha iyi gdzlenmesi
bakimindan oldukg¢a 6nemlidir. Ozellikle, bitki dokularimni feulgen ile boyamadan énce

hidroliz yapilmas1 gerekir (Fox 1969).

Elci (1966a), arastirmada analiz edilen materyal i¢in hidroliz sliresinin ¢ok Onemli
oldugunu belirtmistir. Hidroliz siiresi uzun oldugu taktirde kromozomlarda herhangi bir
boyanmanin miimkiin olmadigini, kisa hidroliz siirelerinde ise se¢ici bir boyama

saglanamadigini belirtmistir.
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Kalin dokulardan iyi preparatlarin yapilabilmesi i¢in, en O6nemli nokta mikroskop
alaninda diizgiin dagilim1 ve birbirinden ayrigmis hiicreleri gorecek kadar elverisli bir
hidroliz islemi uygulamaktir. Hidroliz i¢in zaman, sicaklik derecesi ve hidrolizde
kullanilan HCL’in konsantrasyonu 6nemlidir. En ¢ok kullanilan hidroliz yontemlerinde
60°C 1 N HCL’de materyalin 5 ile 20 dakikaya kadar uzayan siirelerde bekletilmesidir.
Ciinkii bu siire materyalden materyala biiyiik degismeler gosterir. Ozellikle feulgen ile
yapilan boyamalarda kromozomlarda optimum boyayr almasinin en Onemli

kurallarindan biri de hidroliz sliresinin materyale gére dogru belirlenmis olmasidir.

Calismamizda Fox (1969), ve El¢i (1966a)’ nin kullandiklar1 hidroliz metodu esas
alimmstir. Calismamizda siirenin tiirlere gore farkli olmadig: tespit edilmis ve her tiir
icin ayni hidroliz siiresi tayin edilmistir. En uygun hidroliz, 1 N HCL’in 60°C’de 12

dakika uygulanmasiyla elde edilmistir.

Caligilan tiirlerde sert tohumluluk ( tohum kabuklar: sert ve kalin oldugundan tohumun
igerisine suyun gecememesi) oldugundan ¢imlenme saglanamamistir. Bunun igin tohum
kabugu mekanik olarak cizilmistir. Bu suretle ¢imlendirilen kok uclart i¢in uygun

kesilme zamaninin da sabah 08:00-09:00 oldugu tespit edilmistir.

Biitiin kromozom boyama metodlar1 arasinda Feulgen onemli bir yer tutar. Cekirdek
boyama maddelerinin ¢ogu daha ziyade kromatinle birlesirse de bu konuda higbirisi
Feulgen kadar etkili olamaz. Feulgen’den daha iyi sonu¢ almak i¢in daha 6nce materyali

hidroliz etmek gerekir (El¢i 1965a).

Calismamizda da O.tournefortii (WILLD.) DESV., O.gracilis BESSER ve
O.hypargyrea BOISS. tiirlerinde kromozomlarin boyanmasinda, yaygin olarak
kullanilan Feulgen boyasi kullanilmistir. Ancak uygulanan metot kok uglarini yeteri
kadar boyamamuistir. Bu yonteme ek olarak, kok ug¢larinin tizerine damlalik ile bir damla
%1’lik laktopropionik orsein damlatilarak boyamanin daha da artirilmasi

diistiniilmiistiir. Mikroskopta inceleme sonucunda laktopropionik orsein damlatilarak
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hazirlanan preparatlardaki kromozomlarin sadece feulgen ile boyanan kromozomlara

oranla boyanmasinin ¢ok daha iyi oldugu gézlenmistir.

O.argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. tiiriinde feulgen ile boyama kullanilmis, ancak
kok uclar yeteri kadar boyanmamuistir. Laktopropionik orsein damlatilarak da denenmis
yine bir sonug¢ alinamamistir. Bunun iizerine farkli bir yontem uygulamasina gidilmistir.
Calisilan tiirlerde preparat hazirlarken c¢ok giiclik c¢ekilmis defalarca preparat
hazirlanmistir. Ozellikle O.argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. tiiriinde feulgen ile bir
sonu¢ alinamamis bunun tiizerine Onobrychis cinsinin yabani tiirlerinde hiicrelerin
seliiloz ¢eperinin kalin oldugu sonucuna varilmistir. O.argyrea Boiss. subsp. argyrea
BOISS. tiiriinde seliiloz g¢eperin eritilmesi i¢in Cytase enzimi kullanilmistir. Ayrica
Aceto-Iron-Hematoxilin yontemi kullanilmistir. Kok uglar1 bu boya igerisinde 30°C’de
20 saat bekletilmistir. Boyanan kok uglar1 yarim saat yikandiktan sonra 3mm kadar

kesilip Cytase enzimiyle 1slatilarak yarim saat bekletilmistir (Zarifi 2004).

Karyotip analizleri i¢in devamli preparatlar kullanilmistir. Bu preparatlarda
kromozomlar1 metafaz sathasinda bulunan, iyi bir seklide dagilmis, fazla biliziilmemis,

bir diizlem {izerinde bulunan ve morfolojileri belirgin olan en 1yi hiicreler belirlenmistir.

Analizlerde kromozomlarin 6ncelikle uzun kol, kisa kol ve varsa satellit uzunluklari
belirlendikten sonra, toplam kromozom boylar tespit edilmistir. Bir¢cok arastirmada

oldugu gibi (6rnegin Gu et al., 1984) burada da satellitler toplam boya ilave edilmistir.

Kromozom analizlerinde ikinci bir 6nem tasiyan kol oranlarinin hesaplanmasinda, kisa
kol / uzun kol oran1 kullanilabildigi gibi (Nwankiti, 1985; Unal 1990, Limaye and Patil,
1989), burada oldugu gibi uzun kol / kisa kol orani da kullanilmaktadir (Levan at al.,
1964).

Ayrica bu ¢alismada kromozom tipinin belirlenmesinde Levan ve arkadagslarinin (1964)

sistemi kullanilmistir.
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Karyogramlarin yapilmasinda da farkliliklar mevcut olup, 6nemli olan karyotipinin
hangi sekilde yapildigimin belirtilmesidir. Bazi ¢aligmalar da kromozomlar kiigiikten
bliytige dizilirken (Nwankiti, 1985), bazilarinda bu ¢alismada da oldugu gibi biiyiikten
kiictige dogru dizilmektedir ( Lavania and Sharma, 1980; Verma 1978).

Idiogramlarin hazirlanmas1 da karyogramlara uygun sekilde yapilmaktadir. Ancak

homolog kromozomlardan sadece birisi gosterilmektedir ( Vosa 1974; Gu et al. 1984).

Calismalarimiz  sonucunda, O.tournefortii (Willd.) Desv., O.gracilis Besser ve
O.hypargyrea Boiss.’de kromozom sayilarinin 2n=14, O.argyrea Boiss. subsp. argyrea

Boiss. de ise 2n=16 oldugu belirlenmistir.

PR

O.tournefortii tiiriinde kromozom boy ortalamasinin 1,40-2,19 parasinda degistigi
belirlenmistir. Karyotip formiili K (x=7): Im + 2sm + 3sm + 4m + 5m + 6sm + 7m
olarak belirlenmistir. Bu incelemede 1, 4, 5 ve 7 nolu kromozomlar metasentrik; 2, 3, 6

nolu kromozomlar submetasentriktir.

O.gracilis tiiriinde kromozom sayis1 2n= 12 olup, kromozomlarin boy ortalamasi 1,46-
2,34 p arasinda degismektedir. Karyotip formiili K (x=7): 1sm +2m +3m + 4sm + S5sm
+6sm+7m olarak belirlenmistir. 1, 4, 5 ve 6 nolu kromozomlar submetasentrik digerleri

yani 2, 3 ve 7 nolu kromozomlar metasentriktir.

O.hypargyrea tiiriiniin kromozomlarmin diger tiirlere oranla daha kiigiik yapili oldugu
belirlenmistir. Kromozom sayis1 2n=14 olup, kromozomlarin boy ortalamas1 0,80-1,83
u arasinda degismektedir. Karyotip formiilii K (x=7): 1sm +2sm +3sm + 4m + Ssm
+6m+7m olarak belirlenmistir. 1, 2, 3 ve 5 nolu kromozomlar submetasentrik, 4, 6 ve 7

nolu kromozomlar ise metasentriktir.

O.argyrea tiiriiniin kromozom sayis1 2n=16 olarak belirlenmistir. Kromozomlarinin
diger tiirlere oranla daha biiyiik yapili oldugu belirlenmistir. Karyotip formiilii K (x=8):

Ist+2sm +3sm +4sm+ Ssm +6sm +7m +8m olarak belirlenmistir. 1 nolu kromozom
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ciftinin uzun koluna bagh 1,03 p uzunlugunda bir satelit gézlenmistir. Kromozomlarinin

boy ortalamasi 1,39-2,94 p arasinda degismektedir.

Onobrychis cinsinin bu yabani tiirlerinde arastirmamizda elde edilen verilere dayanarak
kromozomlarin karyolojik yonden birbirine ¢cok yakin oldugu, kromozom morfolojileri

bakimindan da hemen hemen ayni1 yapida oldugu gozlenmistir.

Caligsmada, yabani korunga tiirlerinin sitogenetik yapisi ortaya konmustur. Yabani tiirler
genis bir genetik tabana sahip olduklarindan, iizerinde siirekli arastirmalar yapilmasi
gereken degerli birer gen kaynagidir. Materyal olarak kullanilan yabani korunga
tirlerinde yapilan karyotip analizi sonucunda elde edilen veriler, tiirlerin
melezlenmelerinde ve ileriki dollerin kromozom &zelliklerinin belirlenmesinde ise

yarayacak onemli bilgileri saglayacaktir.

Bu aragtirma gelecekte yapilacak korunga islah caligmalarina 1s1k tutacaktir. Islah
yontemlerinden biri olan melezleme c¢aligmalariyla, hastalik ve zararlilara dayanikli
yabani korunga tiirlerinden kiiltiirii yapilan korunga tiirlerine dayamiklilik 6zelligi
aktarilabilir. Bu ¢aligmalarin ilk agamasinda, melezlemede kullanilacak yabani korunga
tiirlerinin kromozom sayilar1 ve morfolojileri ile ilgili bilgilere ihtiya¢ duyulacaktir.
Yaptigimiz bu tez caligmasiyla dnemli genetik yapiyr barindiran dort farkli yabani
korunga tiirliniin kromozom sayilar1 ve morfolojileri saptanmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen veriler, ilerde yapilacak melezleme c¢aligmalarina temel bilgiler saglayacaktir.
Ayrica elde edilen bu sonuglar, bitki sistematiginde problemlerin giderilmesinde ve

tiirlerin gen kaynaklarinin korunmasinda kullanilacak 6nemli verilerdir.
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