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OZET

Bugdaygil yem bitkisi turlerinin taksonomisi oldukga karmasik olup turlerin
teshisi ve siniflandiriimasi ciddi bir uzmanlik gerektirmektedir. Ayni cins igerisinde yer
alan bugdaygil turlerinin birbirlerine ¢ok benzemeleri, aralarinda kolayca
melezlenerek hibrit turler olusturabilmeleri ve dogal varyasyon sebebiyle bu turlerin
teshislerinde ciddi sorunlar yasanmaktadir. Buna ilave olarak bugdaygil yem
bitkilerinde polyploidi olayida ¢ok yaygindir ve ayni turun dahi farklh kromozom
sayllarina sahip formlari mevcuttur. Bundan dolayr bugdaygil bitkilerine ait genetik
kaynaklarin bilimsel arastirma ve islah c¢alismalarinda kullaniimadan once tar
teshislerinin dogru bir sekilde yapilarak ploidi duzeylerinin belirlenmesi zorunludur.
Bu calismanin amaci islah programlarinda kullanmak amaciyla Ulkemizin Dogu
Anadolu Bélgesinden yeni toplanmis olan 215 bugdaygil yem bitkisi populasyonunun
(Festuca sp, Phleum sp, Koeleria sp ve Agropyron sp) ¢ekirdek DNA igeriklerini flow
sitometri yontemi ile ilk defa belirlemek ve elde edilen bilgiyi koleksiyonui olugturan
turlerin teshisi ve ploidi duzeyilerinin belirlenmesinde kullanmaktir. Calismadan elde
edilen sonuglara gore galisma kapsaminda karakterize edilen Koeleria, Festuca ve
Phleum genetik kaynak kolleksiyonlarinin birden fazla tur ve ploidy duzeyini icerdigi
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglarda bugdaygil yem bitkisi genetik kaynaklarinin
Islah programlarina dahil edilmeden 6nce muhakkak karakterize edilmelerinin gerekli
oldugunu bu tlr ¢alismalar icinde flow sitometrinin su an mevcut olan en hassas,

hizli, ucuz ve guvenilir metot oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bugdaygil yem bitkileri, Agropyron, Festuca, Koeleria,
Phleum, flow sitometri, cekirdek DNA igerigi, ploidy, taksonomi

Vii



ABSTRACT

Grass species included in the same genus are very similar to each other
morphologically. They hybridize with each other in the nature easily and create
hybrids. They also show natural variation. All of these make identification of the
forage grasses and their taxonomy quite complicated. In addition to this, ploidy is
also a common phenomenon in grasses and chromosome number varies even within
the same species due to polyploidy. Therefore, it is necessary to identify species
included in the forage grass germplasm collections and determine their ploidy
correctly prior using them in research and breeding programmes. The objective of
this study was to determine nuclear DNA content of 215 grass populations (Festuca
sp, Phleum sp, Koeleria sp ve Agropyron sp) collected from natural flora of Eastern
Turkey and use the the information in identification of the species and ploidy
analysis. Based on the results of the nulear DNA content analysis done by using flow
cytometer, Koeleria, Festuca ve Phleum collections investigated in this study
included more than one species and ploidy levels. The results of this study proved
one more time that grass genetic material collected from nature can have a mixture
of different species and ploidy levels. Therefore, they need to be characterized
before include them in research and breeding programmes and flow cytometer is the
most accurate, cheap, and fast method for this type of studies.

Keywords: Forage grasses, Festuca, Phleum, Koeleria, Agropyron, flow

cytometer, nuclear DNA content, ploidy, taxonomy
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1. GIRIiS

Bugdaygil yem bitkisi turlerinin taksonomisi oldukga karmasik olup turlerin
teshisi ve siniflandiriimasi ciddi bir uzmanlik gerektirmektedir. Ayni cins igerisinde yer
alan bugdaygil turlerinin birbirlerine ¢ok benzemeleri, aralarinda kolayca
melezlenerek hibrit turler olusturabilmeleri ve dogal varyasyon sebebiyle bu turlerin
teshislerinde ciddi sorunlar yasanmaktadir. Buna ilave olarak bugdaygil yem
bitkilerinde polyploidi olayida ¢ok yaygindir ve ayni turin dahi farkli kromozom
sayllarina sahip formlari mevcuttur. Bundan dolayr bugdaygil bitkilerine ait genetik
kaynaklarin bilimsel arastirma ve islah c¢alismalarinda kullaniimadan once tar
teshislerinin dogru bir sekilde yapilarak ploidi duzeylerinin belirlenmesi zorunludur.
Aksi taktirde yapilacak olan melezlemelerde ortaya c¢ikabilecek genetik uyusmazlik
ve kisirhk gibi sorunlar arastiricilarin zaten kit olan emek, zaman ve maddi

kaynaklarinin heba olmasina sebep olmaktadir.

Bitkilerin ploidi duzeyi geleneksel olarak yavas ve c¢ok fazla is gucune
gereksinim gosteren feulgen veya asetokarmin ile boyanmis kdok ucu dokularindan
yapilmis preparatlar Uzerindeki mitoz kromozomlarini 1s1k mikroskobu ile sayarak
belirlenmektedir. Ancak, yontem genetik kaynak kolleksiyonlarinda oldugu gibi ¢ok
sayida bitki Orneginin analiz edilmesinin gerektigi durumlarda ploidi duzeyi
belirlemede pratik ve kullanigh dedildir. Buna ilave olarak, kromozomlari kiguk ve
ploidi duzeyi yuksek olan turlerde bu yontem ile ploidi analizi oldukga zahmetlidir ve

¢ogunlukla da genetik kaynaklarin yanlis siniflandiriimasina neden olmaktadir.

Bitkilerin sahip oldugu tim kromozomlar hucre gekirdeginde bulundugundan,
cekirdek DNA miktar ile ploidi dlzeyi arasinda siki bir dogrusal iligki vardir. Bu
nedenle cekirdek DNA icerigi esasina gore ploidi analizi giderek yayginlasmaktadir.
Onceleri bitkilerde cekirdek DNA miktarlari feulgen mikrospektrofotometri ile
belirlenmekteydi. Ancak, son yillarda, kolayhgi, hizi ve guvenilirliginden dolayi flow

sitometri ploidi analizlerinde tercih edilen metot olmus ve basariyla kullaniimaktadir.

Bir bitki hicresindeki DNA miktari “C” harfi ile pikogram cinsinden belirtilir. C
degeri haploid genom; 2C degeri ise diploid somatik genomun DNA miktarini ifade
etmektedir. Bitkilerin ¢cekirdek DNA larina ait C degerleri 0.1 pg ile 125 pg arasinda
degismektedir. Pikogram cinsinden belirlenen DNA miktarlari nikleotid baz iftine
(1pg = 980 Mbp) doénusturtlebilmektedir. Genom basina ¢ekirdek DNA miktari hem

tek bir bitkinin hicreleri arasinda hemde ayni turln farkl bireyleri arasinda
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degismeyerek sabit kalmakta ve bu ylzden de tirlere 6zel olmaktadir. Cekirdek DNA
miktarlarinin tlrlere 6zel olmasi, ¢ekirdek DNA’ si de@erlerini sitotaksonomi ve evrim

caligsmalari igin vazgecilmez bir temel bilgi yapmaktadir.

Bu arastirma projesi kapsaminda islah programlarinda kullanmak amaciyla
ulkemizin Dogu Anadolu Boélgesi dogal florasindan toplanmis olan 4 bugddaygil yem
bitkisi cinsine (Festuca L., Phleum L., Koeleria Pers. ve Agropyron Gaertn.) ait 215
adet dogal populasyonun ¢ekirdek DNA igerikleri belirlenmis ve bilgi tlrlerin teshisi ile

ploidy duzeylerinin belirlenmesinde kullaniimigtir.



2. LITERATUR OZETi

Ulkemizde hayvancilik faaliyetleri toplam alanlari 12 milyon hektari bulan gayir
ve meraya dayali kuguk aile isletmeleri seklinde yuratiimektedir. Cayir meralar
uzerindeki bitki ortisund olusturan turler bu alanlarin kullanim sekline, bolgenin iklim,

toprak ve cografi kogullarina gore degismektedir.

Projemiz kapsaminda uUzerinde galisacagimiz cinslerden birisi olan Festuca L.
cinsi Poeae oymaginin alt oymagi olan Loliinae icerisinde bulunur ve dinya
genelinde 500’ Un Uzerinde tur sayisina sahiptir. Festuca cinsinin Uyeleri dorsalde
yuvarlaklasmis lemma ve dogrusal bir hilum ile karakterize edilirler (Clayton ve
Renvoize, 1986; Watson ve Dallwitz, 1992).

Markgraf-Dannenberg (1985), P.H. Davis'in Turkiye ve Dogu Ege Adalari
Florasinda (9: 400-442. 1985) Festuca cinsi i¢in 44 tur ve 53 takson kaydetmistir. Bu
53 taksonun 27 tanesi ulkemize endemik olup Poaceae familyasi icerisinde bulunan
endemizm orani en yuksek cinslerden biridir. Festuca cinsinin Uyeleri olduk¢a yuksek
bir cesitlilik gdostermekte olup, ¢ayir-meralar (dogal veya suni) ile yesil alanlarin en
onemli bilesenlerindendirler. Buna ilave olarak toprak koruma amaciylada yaygin
olarak kullaniimaktadirlar (Rognli ve ark. 2010). Ukemizde dogal olarak yetismekte
olan Festuca cinsi Uyeleri genis bir ekolojik toleransa sahip olup, deniz seviyesinden

alpin gayirliklara kadar yayilis gostermektedirler (Markgraf-Dannenberg, 1985).

Festuca cinsi igerisinde bulunan tirler genis ve dar yapraklilar olarak 2 ana
guruba ayrilmaktadirlar. Genis yapraklilar gurubu yem bitkisi olarak kullanilan F.
pratensis ve F. arundinaceae gibi turleri kapsamakta iken dar yapraklilar gurubu yesil
alan bitkisi olarak kullanilan F. rubra ve F. ovina komplekslerini icermektedir (Rognli
ve ark. 2010; Acikgdz, 1991). Bitki morfolojisi, phenoljik 6zellikler ve yapilacak
sitogenetik analizler sonucu F. rubra kompleksi igerisinde bulunan tarler F. ovina
kompleksi icerisinde yer alan turlerden ayrilabilmektedir (Schmit, ve ark., 1974).
Fakat kompleksler icerisindeki turleri birbirinden ayirmak ¢ok daha zordur
(Ruemmele, ve ark., 1995). Festuca cinsi igerisinde ploidi duzeyi diploid (2n=2x=14)
ile decaploid (2n=2x=70) arasinda degisim gostermektedir (Smarda ve ark, 2008).

Festuca cinsinin taksonomisinde yaprak anatomisi 1882 yilindan beri
kullaniimaktadir (Aiken and Consaul, 1995). Hackel (1882) Avrupa kitasina dair

cinsin ilk monografisini sunmus ve 37 taksonun karakteristik Ozelliklerini block



diagramlar (block diagrams) cizerek ortaya koymustur. Metcalfe (1960) birgok
Festuca turunun betimleyici oOzelliklerini ve detaylh anatomik bilgilerini vermigtir.
Tzvelev (1976) Rus Florasinda (U.S.S.R). ve Alexeev (1982) ise Kuzey Amerika
Florasinda vyaprak enine kesitlerini onemli derecede taksonomik teshislerde
kullanmistir. Avrupa Florasinda Markgraf-Dannenberg (1980; 1985), yaprak enine
kesitlerle ilgili olarak yapragin adaksiyal yuzeyinde bulunan damar sayisi,
sklerankimatik dokularin iletim demetlerine oranla dagilimi, bulliform hicrelerinin

varhigi gibi anatomik 6zellikleri tir teshisinde kullanmistir.

Phleum L. (it Kuyrugu, yada Celp Kuyrugu) cinsi diinya genelinde 15 tiirii
iceren tek yillik ve ¢ok yillik tlrlerden olusmaktadir. Cinsin taksonomisi konusunda
arastiricilar arasinda tam bir uzlasma olmamasina ragmen (Kula ve ark., 2006)
cinsin bir birine yakin akraba olan ve kismen melezlenebilen 2 ana gruba ayrildigi
bitki taksonomistleri arasinda genis bir kabul gérmektedir. P. alpinum L. ve P.
commutatum gibi yabani tarleri bunyesinde bulunduran birinci grup diploid
(2n=2x=14) ve tetraploid (2n=2x=28) formlar icermektedir. Tetraploid formlar
Avrupa, Asya, Kuzey ve Glney Amerikada yayilis gosterirken diploidler sadece
Avrupanin daglik bolgelerinde bulunmaktadir. ikinci grup ise nispeten daha az
yukseklige sahip bolgelere daha iyi adapte olmus olan hexaploid (2n=2x=42) P.
pratense ile diploid,tetraploid ve octoploid (2n=2x=56) formlar igermektedir (Stewart
ve ark., 2008). Bu cinsin uyeleri genel olarak 20-150 cm uzunlugunda olup, kime
olusturmusg, yogun bir gsekilde bir araya gelmis olan basakgiklarin olusturdugu
silindirik sekilli bir ¢gicek durumuna sahip olmakla karakterize edilir. Turkiye ve Ege
Adalar da dahil olmak Uzere toplam 12 turun varliginin tespit edilmesine karsin, bu
cins bunyesinde ulkemiz sinirlari igerisinde kesin olarak bilinen 9 tur ve 12 takson
dogal olarak yayilis gdstermektedir (Dodan 1985). Cinsin blnyesinde bulunan
taksonlar deniz seviyesindeki kumullardan alpin gayirliklara kadar uzanan genis bir
ekolojik toleransa sahiptirler (Cabi ve Dogan 2012b). Phleum cinsinin Uyeleri yillik
yagisi 450 mm’nin Gzerinde olan serin ve nemli bdlgelere adapte olmustur. Soduga
dayanikhdirlar. Cogunlukla kuru ot elde etmek amaciyla yetistirilirler. Fakat mera
karisimlarinda da yer alir (Hatipoglu ve ark., 2009).

Koeleria Pers., cinsi Uyeleri Ulkemizde genel olarak kirnal ismiyle bilinirler ve,
step ekosistemlerinin 6nemli bilesenlerini olustururlar. Koeleria Pers. cinsi dunya

genelinde 35-40 tiur ile temsil edilmektedir (Meusel et al., 1965). Cinsin Uyeleri



Avrupa, Kuzey Amerika, Avustralya, Yeni Zellanda, ve Afrika, Asya ile Glney
Amerikanin tropical olmayan bdlgelerinde genis bir yayihm gostermektedir (Pecinka
ve ark., 2006). Koeleria cinsi ulkemizde ise K. brevis Steven, K. eriostachya Pancic,
K. lobata (M.Bieb.) Roem. & Schult.,, K. macrantha (Ledeb.) Schult., K. nitidula
Velen. ve K. pyramidata (Lam.) P. Beauv. tlrleri ile temsil edilmektedir (Cabi ve
Dogan 2012c). Koeleria turlerinin temel kromozom sayisi x=7 olup, ploidi dizeyi
diploid (2n=2x=14) ile dodecaploid (2n=2x=84) arasinda degisim gostermektedir
(Pecinka ve ark., 2006). Koeleria cinsi 20. yuz yilda defalarca revize edilmesine
ragmen sistematigi ile ilgili bir ¢ok temel sorun hala tam olarak ¢ozume
kavusturulamamistir. Buna en blylk sebep olarak cinsin icerdigi turlerin morfolojik
berzerlikleri gdsterilmistir (Pecinka ve ark., 2006). Dogal meralarin en erken
olgunlasan, erken ilkbaharda vejetatif forma gecen ilk bugdaygillerdendir. Ozellikle
kirag ve Alpin yuksek dag meralarinda toprak islahinda kullanilabilmektedir. Kuraga
toleranslidir. Kira¢g meralarda ve 0Ozellikle koyun meralarinda dogal olarak yetisen
onemli bir yem bitkisi oldugundan, bu meralarin 1slahinda basari ile kullaniimaktadir.
(Karadag ve ark., 2009).

Agropyron Gaertn., Poaceae (Bugdaygiller) familyasi icerisinde bulunan
Agropyron Gaertn. cinsi ekonomik agidan énemli olan Triticum L. , Hordeum L. ve
Secale L. cinslerinin de iginde bulundugu Triticeae oymaginin icerisinde yer
almaktadir. Agropyron cinsi onceleri 100 Un Uzerinde tur sayisi ile bu oymak
blinyesindeki en blyuk cins olarak degerlendiriimekteydi (Dewey 1983). Nevski
(1934) yapmis oldugu taksonomik degerlendirmesinde bu cinsi sadece P genomuna
sahip, glumalari omurgali olan ¢ok vyillik taksonlara indirgeyip diger taksonlari ise
Elytrigia Desv, Roegneria C. Koch ve Elymus L. cinsleri altinda degerlendirmigtir.
Sonraki yillarda bu goéris diger taksonomik calismalarda da kabul gérmus olup bu
cins bunyesinde sadece P genomuna sahip olan diploid, tetraploid, ve hekzaploid
taksonlarin varligi ortaya konmustur (Jensen ve ark. 2006).

Agropyron cinsinin sinirlari net olmasina karsin cins i¢i siniflandirmada bitki
taksonomistleri arasinda ciddi bir gorus ayriligi mevcuttur. Dewey ve Pendse (1967)
degerlendirmesinde ploidy seviyesi ne olursun olsun, butin morfolojik olarak
birbirinden ayrilan taksonlar tek bir tur altinda toplamig olmasina karsin Tzvelev
(1976) bu cins bunyesinde 11 tlr ve Agropyron cristatum turinun altinda da 9 alttur
belirlemistir.



Tarkiye Florasinda, Melderis (1985) Agropyron cinsine ait sadece bir tane tur,
A. cristatum, saptamis, ve bu turd de alttir. incanum (Kop ayridi) ve alttar
pectinatum (otlak ayrigi) olmak Uzere iki alttire ayirmigtir. Alttir incanum Dogu
Anadolu Bolgesinde yuksek dag steplerinde yayilis gdsterirken alttir pectinatum
Tarkiye genelinde genis bir yayilisa sahiptir. Alttir. pectinatum kendi igerisinde
spikeletlerin tlylllik derecesine gbre de var. imbricatum ve var. pectinatum olmak

Uzere iki varyeteye ayrilmigtir (Melderis 1985).

Cabi (2010) tlkemiz genelinde gerceklestirdigi Triticeae oymadginin revizyonu
isimli doktora tezi esnasinda bu cinsin revizyonunu gercgeklestirmis ve bu cins
kapsaminda ulkemizde 3 tlrtn varhgini tespit etmistir. Bu tirler A. imbricatum Roem.

& Schult., A. cristatum (L.) Gaertn., ve A. incanum (Nabélek) Tzvelev turleridir.

Agropyron cristatum step meralarin dogal bitkisi olup, Orta ve Dogu Anadolu
bolgelerimizin meralarinda dogal olarak bulunur. Yillik yagisin 200-450 mm oldugu
ihman yerlere iyi uyum saglar. Kuraga ve sicaga oldukga dayaniklidir. Toprak istegi
bakimindan secici olmamakla birlikte, orta derecede tuzluluga tolerans goésterir (Altin
ve ark., 2009).

Bugdaygiller familyasi igerisinde yer alan cinsler birbirine benzeyen, fakli ploidi
duzeylerine sahip olan ve karisimlar halinde birlikte yetismekte olan ¢ok sayida turu
icerdiklerinden turlerin teshisi zor olup, taksonomileri karmasiktir. Bundan dolayi
ploidi analizi bugdaygil turlerinin teshisi ve taksonomisinde kullanilan énemli bir
yontemdir (Huff and Palazzo, 1998).

Geleneksel olarak bitkilerin ploidy dizeyi feulgen veya asetokarmin ile
boyanmis kok wuglarindan hazirlanmis preparatlar Uzerinde bulunan mitoz
kromozomlarini 1s1k mikroskobu yardimiyla sayarak belirlenmektedir (Karp, 1991).
Ancak yavas ve c¢ok fazla is guicline gereksinim duyan bu yontem, bitki genetik
kaynaklarinin karakterize edilmesi orneginde oldugu gibi cok sayida ornekte ploidy
duzeyinin belirlenmesinde kullanilabilecek pratik ve kullanigh bir yontem degildir.
Ayrica, kromozomlari kiiguk ve ploidy duzeyi yuksek olan turlerde kromozom sayarak
ploidy belirlemesi olduk¢a zordur ve c¢ogunlukla da genetik kaynaklarin yanhg
siniflandirimasina neden olmaktadir (Brummer ve ark., 1999).

Bitkilerin sahip oldugu tim kromozomlar hucre gekirdeginde bulundugundan,
cekirdek DNA miktarlar ploidy duzeyinin ifadesi olarak kullanilabilmektedir (Lu ve



ark., 1998). Onceleri bitki cekirdek DNA miktarlari feulgen mikrospektrofotometri ile
belirlenmekteydi (Bennett ve Smith, 1976). Son yillarda, kolayligi, hizi ve
guvenilirliginden dolayi flow sitometri ploidi belirlenmesinde tercih edilen metot olmus
(Rayburn ve ark., 1989; Heslop-Harrison, 1995) ve Panicum virgatum L. (Hulquist ve
ark., 1997; Lu ve ark., 1998), Manda otu (Buchloe dactyloides) ( Johnson ve ark.,
1998; Johnson ve ark., 2001) yonca (Medicago sativa L.) (Brummer ve ark. 1999),
bazi yesil alan tarleri (Arumuganathan ve ark., 1999), kilgiksiz brom (Bromus inermis
L.) (Tuna ve ark., 2001), ve Domuz ayri§i (Dactylis L.) (Tuna ve ark., 2007)

cinslerinde basariyla kullaniimigtir.

Genom basina ¢ekirdek DNA miktari hem tek bir bitkinin hlcreleri arasinda
hemde ayni tlrln farkl bireyleri arasinda degismeyerek sabit kalmakta ve bu ylzden
de tlrlere 6zel olmaktadir (Bennett ve Leitch, 1995). Bir bitki hlcresindeki DNA
miktari C harfi ile pikogram cinsinden belirtilir. C degeri haploid genom; 2C degeri ise
diploid somatik genomun DNA miktarini ifade etmektedir. Angiospermlerin ¢ekirdek
DNA larina ait C degerleri 0.1 pg ile 125 pg arasinda degismektedir. Pikogram
980 Mbp)

donustiralebilir (Bennett ve ark., 2000). Cekirdek DNA miktarlarinin tirlere 6zel

cinsinden belirlenen DNA miktarlari nlkleotid baz ciftine (1pg

olmasi, cekirdek DNA’ si degerlerini taksonomi, evrim ve molekiler genetik
calismalari icin vazgecilmez temel bilgi yapmaktadir (Bennett and Leitch, 1995).
Rees ve Walters, (1965) feulgen metodu ile belirlenmis ¢gekirdek DNA miktarlarindan
yola ¢ikarak hexaploid olan ekmeklik bugdayin kdkeni olan yabani bugday turlerini

belirlemis ve evrimini incelemigtir.

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

evrimlerinin incelenmesinde basariyla kullaniimistir.

Ohri (1998) bir cins igerisinde ayni kromozom sayisina sahip ¢ok sayida tirin
bulundugu durumlarda varsa turler arasindaki ¢ekirdek DNA igerigi farkhliklarinin
turlerin teghisi ve siniflandiriimalarinda ¢ok etkili oldugunu bildirmislerdir.

Festuca cinsi igerisinde turlerin monoploid gekirdek DNA igeriginin (2C DNA
icerigi / temel kromozom seti sayisi) 1.58 ile 4.03 pg arasinda degismektedir

(Bennett and Leitch, 2004). Festuca cinsi igerisindeki monoploid ¢ekirdek DNA icerigi
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bakimindan goézlenen bu farklihigin cinsin siniflandinimasinda yararli oldugu

saptanmistir (Lourerio ve ark., 2007).

Samarda ve arkadaglari (2008) 101 festuca taksonu ve 14 yakin akrabasinin
cekirdek DNA iceriklerini flow sitometri ile belirlemis ve cinsin igerisinde 2C c¢ekirdek
DNA iceriginin 3.88 pg (F. arvensis) ile 24.08 pg (F. gamisansii) arasinda degistigini
gozlemislerdir. Arastiricilar yaptiklari bu arastirmadan elde ettikleri gekirdek DNA
icerigi  sonuglari ile cinsin taksonomik siniflandirmasini yaparak filogenetigini
incelemislerdir. Yapilan bu c¢alismada c¢ekirdek DNA igerigine gore yapilan
taksonomik siniflandirmanin ITS ve trnL-F sekanslari esasina gore yapilmis énceki

siniflandirmalar ile pralellik gosterdigi saptanmistir.

Yapilan bir ¢calismada Kaliforniyadan elde edilmis olan Phleum commutatum
ile Avrupadan elde edilen Phleum comm. utatum ve Pehleum rhaeticum’ un ¢ekirdek
DNA igerigi saptanmistir. Yapilan bu ¢alismada tetraploid tlrlerin 2C ¢ekirdek DNA
icerikleri 6.2 pg olarak belirlenirken 2C ¢ekirdek DNA igeriginin diploidler arasinda 2.4
pg ile 2.9 pg arasinda degistigi gézlenmistir (Kula ve ark., 2006).

Avrupada dogal olarak yetismekte olan Koeleria taksonlari Uzerinde yapilan
bir calismada diploid taksonlar arasinda 2C c¢ekirdek DNA igeriginin 4.85 pg ile 5.20
pg arasinda degistigi saptanmistir. Yapilan ayni calismada tetraploid, decaploid ve
dodecaploid taxonlarin 2C ¢ekirdek DNA icerikleri ise sirasiyla 9.31 pg, 22.89 pg ve

29,23 pg olarak belirlenmistir (Pecinka ve ark., 2006).

Agropyron tirlerinin 2C c¢ekirdek DNA iceriginin ise 13.19 pg ile 26.39 pg

s

arasinda degistigi saptanmistir (Vogel ve ark., 1999).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Bitki Materyali: Bu arastirma projesinde, i1slah programlarinda kullanmak
amaciyla Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitisu tarafindan udlkemizin Dogu
Anadolu Boélgesi dogal florasindan toplanmis olan 4 bugdaygil yem bitkisi cinsine ait
genetik kaynak koleksiyonlarini olusturan 215 populasyon (131 Festuca, 46 Phleum,
24 Koeleria, ve 14 Agropyron) bitki materyali olarak kullaniimistir. Bitkilerin toplandigi
lokasyonlar ve onlara ait cografi bilgiler materyalleri toplayan arastiricilarin kayit
tutmamasi nedeniyle maalesef mevcut degildir. Bu konuda sadece populasyonlarin

bolgenin daglik alanlarindan toplandigi bilinmektedir.

3.2. Bitkilere Ait Tohumlarin Ekilmesi ve Yetistirilmesi: Projenin bitki
materyalini teskil eden 215 populasyonun her birine ait tohumlar 15 ile 16 Kasim,
2012 tarihleri arasinda 3:1 oraninda steril torf ve perlit kullanilarak viyollere ekilmistir
(Sekil 1). Her populasyondan 10 tek bitki elde edebilmek icin viyollerin gdzeneklerine
5-6 tohum ekilmis ve cikigtan sonra her gozenekte tek bir bitki kalacak bir sekilde
seyreltme yapilmistir. Kis boyunca viyollerde plastik sera igerisinde yetistirilen fideler
Nisan, 2013 tarihinde her populasyondan 7 bitki olacak sekilde aralikli olarak (100
cm X 100 cm) tarlaya sasirtiimistir.

i
Sekil 1. Bitkilerin serada ¢imlenme zamanlarindaki gértnasgleri



Sekil 2. Bitkilerin deneme alanindaki gorunugleri (soldan sada dogru; 1. A.
Cristatum, 2. Fescue species, ve 3. Phleum ve Koeleria turleri birlikte

3.3. Cekirdek DNA analizi: Cekirdek DNA analizleri Tarla bitkileri Ana Bilim
Dali Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuarinda bulunan PARTEC marka Flow
sitometri cihazi kullanilarak yapiimistir. Cekirdek DNA analizi 2013 ve 2014 bahar
aylarinda tarlada yetismekte olan bitkilerden elde edilen taze yaprak dokulari
kullanilarak gerceklestiriimistir. Analizler Agropyron cristatum hari¢ her populasyon
icin 5 tek bitki Uzerinde ayri ayri yapilmis ve populasyon ortalamasi hesaplanmistir.
Agropyron cristatumda ise bulyUk bir varyasyon gozlenmemesi sebebiyle her
populasyondan 3 bitki analiz edilmistir. Analizlerde Agropyron igin ¢avdar, Festuca ve
Koeleria i¢in adi fig, Phleum i¢in misir bitkisi internal standart olarak kullaniimistir.
Analizlerde PARTEC firmasinin hazir kitleri kullaniimis ve uretici firmanin protokoll

takip edilmigtir. Calismada kullanilan protocol kisaca asagidaki gibidir.

1-Yaklasik olarak 0,5 cm? buyukligunde taze yaprak dokusu petri kabina
konur ve tzerine 500 pl Exraction Buffer ilave edilir (Sekil 3).

Sekil 3. Analiz igin 6rnegin hazirlanmasinda kullanilacak yaprak dokularinin petri
kabinda gorunusu
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2- Yaprak dokusu keskin jilet ile 30-60 saniye suresince kuglk parcalara
ayrilana kadar parcalanir. Bu sekilde hazirlanmig 6rnek petri kabi igerisinde hafifce
10-15 saniye kadar galkalanir (Sekil 4).

Sekil 4. Dokularin jilet ile parcalanmasi ve ¢alkalanmasi

3- Calkalama isleminden sonra 40 saniye kadar petri kabinda bekletilen 6rnek

Partec marka 50 pl CellTrics filtre ile stzllerek tup icerisine transfer edilir (Sekil 5).

Sekil 5. Dokularin pargalanmadan sonra filtre ile stzllerek tlplere transfer edilmesi

4-Tup igerisine daha once hazirlanmis 2ml staining soliyon ilave edilerek
hazirlanan 6rnek 1siksiz bir ortamda 30-60 dakika inkube edilir. Bu surenin sonunda
ornekler flow sitometri cihazi kullanilarak analiz edilir (Sekil 6).

Sekil 6. Pargcalanmis dokularin Uzerine staining solusyonunu ilavesi, érneklerin buz
dolabinda inklibasyonu ve flow cihazi ile analizinin gérintsu
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3.3.1. Staining Solisyonun Hazirlanmasi: Her 6rnek igin; 2 ml Staining
Buffer, 6 yl RNAse stok solusyon, 12 uyl Pl (Propidium lodide) stok solisyonu

karistirilarak staining sollisyonu hazirlanir

3.3.2. Cekirdek DNA igeriginin Hesaplanmasi: Cekirdek DNA icerigi mutlak
olarak belirlenmek istendiginde, ornegin DNA igerigi, DNA icerigi bilinen bir standart
bitki ile kiyaslanir. Bu durumda standart bitkinin dokulari da analiz edilecek 6rnege ait
dokularla birlikte ayni anda hazirlanir. Bu sekilde hazirlanmis bir ornek analiz
edildiginde elde edilecek olan flow histogramda 4 pik gozlenir (Sekil 7). Bu piklerden
ikisi analiz edilen 6rnege, diger ikisi de standart bitkiye aittir. Piklerin hangilerinin
ornege hangilerinin standarda ait oldugunu saptamak icin ornek ile standardin
dokularindan hazirlanmig numuneler once ayri olarak analiz edilirler ve piklerin
yerleri gozlenir. Bir ornegin mutlak ¢ekirdek DNA igerigi, ornek ile secilen standardin
G1 piklerinin florasan yogunluklarina ait degerler kullanilarak asagidaki formdl

araciligiyla pikogram olarak hesaplanir.

Cekirdek DNA igerigi: (6rnedin florasan yogdunlugu (G1 pikinin degeri)) /
(standardin florasan yodunlugu (G1 pikinin degeri)) X standardin pikogram olarak
bilinen DNA icerigi

Histogram Uzerindeki degerler formulde yerine kondugunda

Ornek DNA icerigi (Festuca) = (191.21 / 140.36) x 3.65 = 4,97 pg

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 140.36 518 37.15 2.08 0.26

100

2 1.362 191.21 704 5054 210 0.26
3 1996 280.13 53 381 1.68 0.26
4 2710 38045 119 8.50 1.71 0.26

80 4

60 4 3, Vicia sativa G1 Piki
(Standart)

counts

W—Festuca sp. GI Piki
40

20

Sekil 7: Ornegin standart bitki ile analiz ediimesinden sonra elde edilen flow
histogrami
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3.4. istatistiksel analiz: Her cinse ait populasyonlarin g¢ekirdek DNA
ortalamalari basit bir istatiksel yontem olan confidence intervallar kullanarak kendi
aralarinda kiyaslanmistir. Her ortalama igin confidence interval asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmistir.

P(RiI—toos:Sx<L pnL X+ to os*f)?)xo.es

Formdilde tp o5 “t” statistigi ve sy = s/in'?

. n her bir populasyonda analiz edilen
bitki sayisi ve s onlarin Standard sapmasidir. Confidence intervalleri ortlisen
ortalamalarin bir birinden farkh olmadigi kabul edilir. Bu bakimdan yapilan analiz

ortalamalari kiyaslamak icin yapilan t testi ile aynidir (Steel and Torrie, 1960).

3.5. Mitoz Kromozomlarinin Sayilmasi:

Populasyonlarin gekirdek DNA igerigi ile kromozom sayilarini iligkilendirmek
amaciyla her cins igerisinde Cekirdek DNA icerigi bakimindan farklilik gosteren
populasyonlari temsilen en az bir bitkinin mitoz kromozomlari sayilmigtir. Kromozom
sayimlari kok ucu meristem dokulari kullanilarak Feulgen metoduna gore hazirlanmig
olan preparatlarin 1g1k mikroskobu altinda incelenmesiyle yapilmigtir.

3.5.1. Kok uglarinin eldesi: Kok uclari saksilarda yetistiriimekte olan ergin
bitkilerden bahar aylarinda sabah erken saatlerde (8-10) elde edilmistir.

3.5.2. ilk iglem: Kok uclari 24 saat soguk su (+4 °C) ile muamele edilmistir

3.5.3. Materyalin tespiti: 24 saat soguk su muamelesinden sonra kok uclari
3:1 alkol: asetik asit solusyonunda tespit edilmis ve kullanilana kadar -20 °C de
muhafaza edilmigtir.

3.5.4. Hidroliz: Kdék uglari 1IN HCL ile 60 °C de hidroliz edilmigstir. Hidrolizin
suresi 12 ile 20 dakika arasinda olup, ture gore degismistir.

3.5.5. Feulgen boyamasi: Kok uglari hidrolizden sonra, 60-90 dakika
Feulgen’de bekletiimistir. Boyama sonunda kok uclarinin 1-2 mm’lik meristem
bolgelerinin koyu viyole rengine boyandigi gorulmustar.

3.5.6. Preparatlarin hazirlanmasi: Kok uclarinin koyu viyole rengine boyanan
kisimlari jilet ile kesilerek lam Uzerine alinmig ve bistlru ucu ile ezmek suretiyle lam
uzerine yayillmigtir. Dagilmis olan meristem dokusu Uzerine 1 damla asetokarmin
damlatilarak Uzerine lamel kapatilmistir. D4z bir zemin Uzerinde lamelin Gzerine bas
parmak ile bastirildiktan sonra slayt mikroskop altinda incelenmigtir.
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3.5.7. Fotograf ¢ekimi: morfolojisi duzgun, iyi dagiimis ve kromozom sayisi
tam olan hucrelerin kromozomlari sayilmig ve fotograflari gekilmistir.

3.6. Taksonomik Teshisler: Cekirdek DNA analizi sonuglarina gére her cins
icerisinde olusan gruplari temsilen bazi populasyonlara ait bitkiler taksonomik olarak
incelenmis ve teshis edilmistir (Tablo 5 ve 6). Bu amagla 2012 bahar aylarinda
deneme alanina dikilen bitkiler kullanilmistir. Tarladan alinan bitki 6rnekleri teshise
konu alan kisimlari dikkate alinarak herbaryum materyali haline getirilmig, ve Turkiye
ve Dogu Ege Adalari Florasinda (Davis 1989) verilen ilgili cins anahtarlari

kullanilarak teshisleri gergeklestirilmistir.

3.7. Morfolojik ve Tarimsal Ozelliklerin incelenmesi:

Proje kapsaminda karakterize edilen bitkiler 2012 Kasim ayinda ekilmis
olmalarina ragmen, 2013 yilinda cigeklenmemis, 2014 yili bahar aylarinda ise
ciceklenlenmeye baslamis olmalarina ragmen projenin sdresinin bitmis olmasindan

dolayl morfolojik 6zelliklere ait sonuglar proje sonug raporuna dahil edilememigtir.

4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu calisma bu gune kadar ulkemiz florasindan toplanmis olan Agropyron,
Koaleria, Festuca ve Phleum turleri GUzerinde ilk kez yapilmis olan ¢ekirdek DNA
analizi sonuglarini igermektedir. Calismaya konu olan turlerin yabanci dollenen ve
bu yuzden oldukg¢a heterojen yapida olmasina ragmen standart sapma deg@erlerinin

dusuk olmasi yontemin hassasiyetini gostermektedir (Tablo 1, 2, 3, 4).

4.1. Agropyron cristatum: Calismada Dogu Anadolu Bélgesinden Toplanmis
14 Agropyron cristatum populasyonu kullaniimis ve her populasyondan 3 bitki analiz
edilmistir. Analiz edilmis 3 bitkinin ortalamasi alinarak populasyon ortalamalari
hesaplanmistir (Tablo 1). Yapilan analiz sonuglarina gore A. cristatum
populasyonlarinin ortalama ¢ekirdek DNA igeriklerinin 12.97 pg/2C ile 13.01 pg/2C
arasinda degistigi gdézlenmistir. Sekil 8 de A. cristatum ve standart olarak kullanilan
Secale cereale bitkilerine ait G1 piklerinin bir birine gbére pozisyonlari gértilmektedir.
Yapilan istatistiksel analiz sonucu populasyon ortalamalari arasindaki farkin
istatistiksel agidan dnemsiz oldugu saptanmistir. Bu sonugta ¢alismada analiz edilen
tim Agropyron populasyonlarinin tek bir tiire ait oldugunu isaret etmektedir. Ug nolu
A. cristatum populasyonundan bazi bitkilerin kromozomlari sayildiginda tim bitkilerin
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14 kromozoma (2n = 14) sahip oldugu ve dolayisiyla diploid olduklari belirlenmistir
(Sekil 9). Calismada Agropyron cristatum icin elde edilen ¢ekirdek DNA igerigine ait
sonuglar Vogel ve ark. (1999) Triticia turlerini inceledikleri calismalarinda A. cristatum
icin elde ettikleri ortalama c¢ekirdek DNA icerigi (13.93) ile olduk¢ga benzer oldugu
g6zlenmistir. Aradaki kuguk farklihgin calismalarda kullanilan standart bitkiden

kaynaklandigi dusunulmektedir.

Tablo 1. Agropyron cristatum populasyonlarinin piko gram olarak ortalama 2C
cekirdek DNA igerikleri

Confidence Intervals -
. no 1 bitki 2 bitki 3. bitki Diisiik Yiiksek Grup
C1 13,03 13,05 12,89 1299 0,09 0,07 12,92 13,06 A
Cc2 12,96 12,98 13,07 13,00 0,06 0,05 12,96 13,05 A
C3 12,92 13,00 13,03 12,98 0,06 0,05 12,94 13,03 A
C4 12,89 12,96 13,06 12,97 0,09 0,07 12,90 13,04 A
C5 13,00 12,94 13,02 12,99 0,04 0,03 12,95 13,02 A
C7 12,99 12,94 13,05 1299 0,06 0,05 12,95 13,04 A
C8 13,04 12,90 12,95 12,96 0,07 0,06 12,91 13,02 A
C9 12,88 13,02 13,04 12,98 0,09 0,07 12,91 13,05 A
C10 12,96 13,00 13,03 13,00 0,04 0,03 12,97 13,03 A
Ccl1 13,00 12,91 13,02 1298 0,06 0,05 12,93 13,03 A
C12 12,91 12,98 13,06 12,98 0,08 0,06 12,92 13,05 A
C13 13,00 12,90 13,05 12,98 0,08 0,06 12,92 13,05 A
Cl4 12,97 13,02 13,04 13,01 0,04 0,03 12,98 13,04 A
C15 13,02 12,96 13,00 1299 0,03 0,03 12,97 13,02 A
o0 —» Agropyron cristatum G1 piki

counts

— Secale cereale G1 piki
40 Standart

20+

0 b wa b w oy lwdynw . L b
200 400 600 800 1000
FL2 532:30

'$ekil 8. Agropyron cristatum ve standart olarak kullanilan Secale cereale bitkilerine
ait G1 piklerinin bir birine gbre pozisyonlar

15



\Q
s B

" 3
i 3

e

e

b . -~

=

Sekil 9. Agropyron cristatum bitkisine ait mitoz kromozomlarinin goéranisu (2n=14).

4.2. Koeleria species:

Calismada Dogu Anadolu Bolgesinden Toplanmis 24 Koeleria populasyonu
kullanilmis ve her populasyondan 5 bitki analiz edilmistir. Analiz edilmis 5 bitkinin
ortalamasi alinarak populasyon ortalamalari hesaplanmistir (Tablo 2). Yapilan analiz
sonuglarina gore Koeleria populasyonlarinin ortalama gekirdek DNA igeriklerinin 4.81
pg/2C ile 9.40 pg/2C arasinda degistigi gozlenmistir. Sekil 10 de bazi Koeleria
bitkileri ile standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait G1 piklerinin bir birine
goOre pozisyonlari gorilmektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu populasyonlarin
cekirdek DNA ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel ag¢idan 6nemli oldugu
saptanmis ve Koeleria populasyonlarinin 4 farkh gruba ayrildigi gozlenmistir. 1.
grupta (grup A) ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 4.86 pg/2C olan tek bir populasyon yer
almaktadir. 2. grupta (grup B) ortalama ¢ekirdek DNA icerigi 5.14 pg/2C olan yine tek
bir populasyon yer almaktadir. 3. grupta ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 5.41 pg/2C ile
5.57 pg/2C olan 20 populasyon yer almaktadir. 4. grupta ise ortalama ¢ekirdek DNA
icerikleri 9.44 pg/2C ile 9.47 pg/2C olan 2 populasyon yer almaktadir. Yapilan
kromozom sayimlarinda 1., 2. ve 3. gruptaki bitkilerin 2n=14 kromozoma sahip
oldugu 4. gruptaki bitkilerin ise 2n=28 kromozoma sahip oldugu belirlenmistir (Sekil
11). Yapilan taksonomik degerlendirmede diploid populasyonlar K. cristata tetraploid
turlerin ise K. nitidula olarak teshis edilmislerdir.

Calismada elde edilen sonuglar Pecinka ve arkadaslar (2006) inin Avrupanin
orta bolgelerinden elde ettikleri Koeleria taksonlari Gzerinde yaptiklari ¢alismadan
elde ettikleri sonuglar ile buylk benzerlik gdstermektedir. Pecinka ve arkadaslari
yaptiklari bu calismada 2C g¢ekirdek DNA igerigi 4.85-5.20 pg arasinda degisen 3
diploid, ortalama 2C c¢ekirdek DNA igerigi 9.31 pg olan 1 tetraploid, ortalama 2C
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cekirdek DNA igerigi 22.89 pg olan 4 decaploid ve ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi
29.23 pg olan 1 dodecaploid tir bulundugunu saptamislardir. Arastiricilar diploid
turleri K. glauca, K. macrantha, K. pseudoglauca olarak, tetraploid tiri K.
majoriflora, olarak, decaploid tlrl K. pyramidata ve dodecaploid turu K. tristis olarak
teshis etmislerdir. Cekirdek DNA igeriklerinin bir birine ¢gok benzer olmasina ragmen
calismalar arasindaki turlerin farkl tdrler olmalari ve Erzurum bdlgesinde decaploid
ile dodecaploid tlrlere rastlanmamasini bolgeler arasindaki flora farkhligindan

kaynaklanmig olabileceg@ini disunmekteyiz.

Tablo 2. Koaleria populasyonlarinin piko gram olarak ortalama 2C c¢ekirdek DNA
icerikleri

Confidence
Interval

. . Yiiksek Diisiik G
K3 480 485 482 487 471 481 0,06 0,05 4,76 4,86 A
K25 500 5,08 517 512 497 5,07 0,08 0,07 5,00 5,14 B
K15 534 533 548 529 530 535 0,08 0,06 5,29 5,41 C
K20 528 540 541 536 531 535 0,06 0,05 531 5,40 Cc
K21 533 540 529 549 530 536 0,08 0,07 5,29 5,43 C
K26 534 536 542 547 530 538 0,07 0,06 5,32 5,43 Cc
K9 534 538 547 541 536 539 0,05 0,04 535 5,43 C
K24 529 548 550 530 541 540 0,10 0,08 5,32 5,48 Cc
K18 535 543 551 533 540 540 0,07 0,06 5,35 5,46 C
K13 544 533 555 531 540 541 0,10 0,08 5,33 5,49 Cc
K16 542 550 539 541 533 541 0,06 0,05 5,36 5,46 C
K12 549 543 532 551 535 542 0,08 0,07 535 5,49 Cc
K7 534 543 557 529 550 543 0,11 0,09 533 5,52 C
K14 536 555 553 539 530 543 0,11 0,09 534 5,52 Cc
K22 548 536 550 539 543 543 0,06 0,05 5,38 5,48 C
K17 548 553 539 541 540 544 0,06 0,05 5,39 5,49 Cc
K23 539 546 555 536 548 545 0,08 0,06 5,39 5,51 C
K1 546 545 541 559 539 546 0,08 0,06 5,40 5,52 Cc
K11 543 542 551 557 538 546 0,08 0,06 5,40 5,53 C
K4 541 539 552 540 560 546 0,09 0,08 5,39 5,54 C
K8 541 557 544 536 555 547 0,09 0,07 5,39 5,54 C
K6 560 546 553 541 555 551 0,08 0,06 5,40 5,57 C
K2 936 9,46 9,42 939 942 9,38 0,07 0,06 9,32 9,44 D




K19 929 952 941 933 944 940 0,09 0,07 932 9,47 D
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Sekil 10. Diploid (sol) ve tetraploid (sag) Koeleria bitkileri ile standart olarak
kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait G1 piklerinin bir birine gére pozisyonlari

Sekil 11. Diploid (sol) ve tetraploid (sag) Koeleria bitkilerine ait mitoz
kromozomlarinin gérunusgu

4.3. Festuca species

Calismada Dogu Anadolu Bolgesinden Toplanmis 131 Festuca populasyonu
kullanilmis ve her populasyondan 5 bitki analiz edilmistir. Analiz edilmis 5 bitkinin
ortalamasi alinarak populasyon ortalamalari hesaplanmistir (Tablo 3). Yapilan analiz
sonuglarina gore Festuca populasyonlarinin ortalama ¢ekirdek DNA iceriklerinin 4.51
pg/2C ile 15.03 pg/2C arasinda degistigi gézlenmistir. Sekil 12 de bazi Festuca turleri
ile standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait G1 piklerinin bir birine goére
pozisyonlari gorulmektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu populasyonlarin
cekirdek DNA ortalamalari arasindaki farkin istatistiksel acidan o6nemli oldugu
saptanmis ve Festuca populasyonlarinin 9 farkli gruba ayrildigr gozlenmigtir.

Birinci (grup A) ve ikinci grupta (grup B) yer alan 72 populasyonun ortalama
cekirdek DNA igerikleri bir birine oldukga yakin olup, 4.51 pg/2C ile 4.80 pg/2C
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arasinda degismektedir. Bu iki grubun ortalama c¢ekirdek DNA igeriklerinin bir birine
yakin olmasi gruplarin birbirine ¢ok benzer genomlara sahip birden fazla tirG ve
onlarin hibritlerini icermesi yada Festuca’larin sahip oldugu ylksek heterojen yapi ile
aciklanabilir. Yapilan sitolojik incelemelerde bu iki grupta yer alan bitkilerin 2 = 14
kromozom sayisina sahip oldugu ve dolayisiyla diploid olduklari belirlenmistir (Sekil
13). Yapilan taksonomik degerlendirmelerde bir populasyon hari¢ (F-123) bu grup
icerisinde yer alan tium populasyonlar F. valessiaca olarak teshis edilmistir. F-123
nolu populasyon Vulpia myorus olarak teshis edilmistir.

Ugtincti (grup C) ve doérdincii grupta (grup D) yer alan 27 populasyonun
ortalama c¢ekirdek DNA igerikleride onceki 2 grupta oldugu gibi bir birine oldukca
yakin olup, 9.20 pg/2C ile 9.60 pg/2C arasinda degismektedir. Yapilan sitolojik
incelemelerde bu iki grupta yer alan bitkilerin 2 = 28 kromozom sayisina sahip
tetraploid bitkiler olduklari belirlenmistir (Sekil 13). Poliploidlerin diploid bitkilerden
orijinlendigini g6z 6nlinde bulunduruldugunda poliploidlerinde yliksek bir heterojen
yapilya sahip olmasi normal bir durumdur. Yapilan taksonomik degerlendirmelerde
tetraploid populasyonlar F. chalcophaea subsp. Chalcophaea olarak teshis edilmistir.

Bes, alti, yedinci ve sekizinci (Grup E, F, G, H) gruplarda yer alan toplam 14
populasyonun ortalama c¢ekirdek DNA icerikleri de onceki gruplarda oldugu gibi bir
birine oldukgca yakin olup, 12.46 pg/2C ile 13.27 pg/2C arasinda degismektedir.
Yapilan sitolojik incelemelerde bu gruplarda yer alan populasyonlarin 2n=42
kromozom sayisina sahip hexaploid bitkiler olduklari belirlenmistir (Sekil 13).
Poliploidlerin diploid bitkilerden orijinlendigini géz onunde bulunduruldugunda bu
gruplarda yer alan poliploid populasyonlarinda yuksek bir heterojen yapiya sahip
olmasi normal bir durumdur. Yapilan taksonomik degerlendirmelerde hexaploid
populasyonlar F. heterophylla olarak teshis edilmigtir.

Dokuzuncu grupta (grup 1) yer alan 5 populasyonun ortalama g¢ekirdek DNA
icerikleri 14.37 pg/2C ile 15.03 pg/2C arasinda degismektedir. Yapilan sitolojik
incelemelerde bu grup igerisinde yer alan bitkilerin 2n=56 kromozoma sahip
octaploid bitkiler olduklari belirlenmistir (Sekil 13). Bu grupta yer alan 2 populasyona
ait bitkiler Uzerinde teghis yapilmaya calisiimis ve F-6 nolu populasyon F.
heterophylla olarak teshis edilirken F-51 nolu populasyon F. chalcophaea subsp.
chalcophaea olarak teshis edilmigtir.
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Yapilan bu ¢alismada F-114 nolu populasyonun 7.36 pg/2C ortalama ¢ekirdek
DNA icerigi ile festucalardan ayrildigi dikkati cekmis ve bu populasyona ait bitkilerin
yapilan taksonomik degerlendirmesinde bitkiler Poa pratensis olarak teshis edilmistir.

Flow sitometri metodu hassasiyet derecesi %4 civarinda olan bir metottur. Bu
yuzden tekrarlamalar arasindaki standart sapma degerleri olduk¢a dusuk olup,
diploidler arasinda 0.1, tetraploidler arasinda 0.2 ve hexaploidler ile octaploidler
arasinda 0.3 ten daha dusuktir. Ancak Festuca 9 populasyonun (F- 24, 49, 62, 73,
81, 86, 92, 113, 116) 1.1 ile 4.3 arasinda degisen yluksek standart sapma degerlerine
sahip olmasi hemen dikkat ¢ekmistir (Tablo 3). Yapilan daha detayl inceleme
sonucunda bu populasyonlarin aslinda farkli ploidy diizeyine sahip turleri hatta farkl
ploidy duzeyine sahip bitkilerin melezlerini ¢erdikleri ve dolayisiyla karisik olduklari
saptanmigtir. Yapilan bu incelemelerde 49 nolu populasyondan ¢ekirdek DNA igerigi
6.87 pg/2C olarak belirlenmis bitkinin 2n=21 kromozoma sahip oldugu belirlenmistir
(Sekil 14). Bu sonuglarda bu bitkinin diploid bir bitki ile tetraploid bir bitkinin
melezlemesi sonucu meydana gelmis bir triploid bitki oldugunu teyit etmektedir.
Benzer sekilde bu tur karigik populasyonlarda 35 kromozoma sahip pentaploid
bitkilerde gobzlenmistir (data burada sunulmamistir). Bu sonuglarda farkli ploidy
duzeyine sahip Festuca populasyonlarinin dogada birlikte bulunabildigini, kendi
aralarinda kolayca melezlenebildiklerini ve dolayisiyla cinsin igerisindeki yuksek
heterojenitenin nedenlerini agikga ortaya koymaktadir.

Projeden elde edilen sonuglar daha 6nce yapilmis olan caligsmalar ile benzer
oldugu goézlenmistir. Samarda ve arkadaslari (2008) 101 festuca taksonu ve 14 yakin
akrabasinin ¢ekirdek DNA igeriklerini flow sitometri ile belirlemis ve cinsin igerisinde
2C cekirdek DNA igeriginin 3.88 pg (F. arvensis) ile 24.08 pg (F. gamisansii)
arasinda degistigini gozlemislerdir. Ancak ¢alismalarda kullanilan bitki materyallerinin

ayni olmamasi sebebiyle tam bir kargilagtirma yapmak mumkuin olamamistir.

Tablo 3. Festuca populasyonlarinin piko gram olarak ortalama 2C gekirdek DNA
icerikleri
Confidence interv.

Pop.no 1.bit 2.bit 3.bit 4.bit Diisiik  Yiiksek
F137 439 452 445 466 455 451 0,10 0,08 4,43 4,60

F138 468 438 464 451 436 451 015 012 440 4,63
F36 450 453 451 457 448 452 003 003 449 4,555
F48 452 452 447 460 451 452 005 004 449 456
F26 456 4,42 465 451 449 453 009 007 446 4,60

>>>>>.
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0,15
0,06
0,15
0,36
0,24
0,04
0,28

9,27
9,26
9,32
9,28
9,14
9,23
9,34
9,25
9,30
9,34
9,34
9,48
9,43
9,47
9,40
9,38
9,41
9,43
9,36
9,50
9,41
9,51
10,68
12,36
12,41
12,65
12,66
12,68
12,81
12,89
12,82
12,82
12,87
12,93
12,98
13,16
13,12
14,02
14,16
14,43
14,22

9,37
9,38
9,43
9,47
9,61
9,52
9,44
9,58
9,53
9,51
9,65
9,53
9,60
9,55
9,62
9,67
9,65
9,64
9,78
9,67
9,81
9,71
12,89
12,57
12,87
12,80
12,84
13,10
12,99
13,05
13,12
13,14
13,19
13,22
13,27
13,28
13,42
14,73
14,64
14,51
14,78
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Sekil 12. Diploid (sol) ve octaploid (sag) Festuca bitkileri ile standart olarak kullanilan
Vicia sativa bitkilerine G1 piklerinin bir birine goére pozisyonlari
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Sekil 13. Diploid (Ust sol, 2n=14), tetraploid (Ust sag, 2n=28), hexaploid (alt sol,
2n=42), ve octaploid (alt sag, 2n=56) Festuca bitkilerine ait mitoz kromozomlarinin
gorunusu
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Sekil 14. Triploid (2n=21) Festuca bitkisine ait mitoz kromozomlarinin gérinusu

4.4. Phleum species

Calismada Dogu Anadolu Boélgesinden Toplanmis 46 Pehleum populasyonu
kullanilmis ve her populasyondan 5 bitki analiz edilmistir. Analiz edilmis 5 bitkinin
ortalamasi alinarak populasyon ortalamalari hesaplanmigtir (Tablo 4). Yapilan analiz
sonuglarina gére Phleum populasyonlarinin ortalama ¢ekirdek DNA igeriklerinin 6.56
pg/2C ile 9.64 pg/2C arasinda degistigi gdézlenmistir. Sekil 15 de bazi Phleum tirleri
ile standart olarak kullanilan Zea mays bitkilerine ait G1 piklerinin bir birine gore
pozisyonlari gorulmektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu populasyonlarin
cekirdek DNA ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu
saptanmis ve Phleum populasyonlarinin 3 farkli gruba ayrildigi gézlenmistir.

Birinci grupta (grup A) ortalama c¢ekirdek DNA icerigi 6.56 pg/2C ile 6.76
pg/2C olan 9 populasyon yer almaktadir. ikinci grupta (grup B) ortalama cekirdek
DNA igerigi 7.59 pg/2C ile 7.94 pg/2C olan 16 populasyon yer almaktadir. Uglincii
grupta ortalama gekirdek DNA igerigi 9.04 pg/2C ile 9.64 pg/2C olan 15 populasyon
yer almaktadir. Yapilan kromozom sayimlarinda 1. gruptaki bitkilerin 2n=28
kromozoma sahip dolayisiyla tetraploid olduklari 2. ve 3. gruptaki bitkilerin ise 2n=42
kromozoma sahip dolayisiyla hexaploid oldugu belirlenmigtir (Sekil 16). Yapilan
taknsonomik degerlendirmelerde A grubunda yer alan populasyonlarin arasinda
Phleum bertolonii DC (P-2) ve Phleum phleoides (P-45) olarak teshis edilmislerdir. P-
43 nolu populasyon hari¢ B ve C grubundaki tim populasyonlar Phleum pratense L.
olarak teghis edilmiglerdir.

Phleum cinsi icerisinde yer alan turlere Uzerinde yapilan bir galismada
Kaliforniyadan elde edilmis olan Phleum commutatum ile Avrupadan elde edilen
Phleum commutatum ve Pehleum rhaeticum’ un ¢ekirdek DNA igerigi saptanmistir.
Yapilan bu galismada tetraploid tlurlerin 2C gekirdek DNA igerikleri 6.2 pg olarak
belirlenirken 2C ¢ekirdek DNA igeriginin diploidler arasinda 2.4 pg ile 2.9 pg arasinda
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degistigi goézlenmistir (Kula ve ark., 2006). Calismamizda diplopid tlrlere
rastlaniimamis iken teshis edilen tetraploid tirlerin gekirdek DNA igeriklerinin Kula ve
ark. (2006) sonuglari ile oldukga benzer oldugu goérulmektedir. Aradaki farkliliklarinda
tirler arasindaki farklilhklar ile kullanilan standart bitkiden kaynaklanabilecegi

dusundimektedir.

Tablo 4. Phleum populasyonlarinin piko gram olarak ortalama 2C cekirdek DNA
icerikleri

Confidence interv.

Diisiik  Yiiksek

P36 6,61 6,41 6,27 6,55 6,96 6,56 0,26 0,21 6,35 6,77 A
P35 6,69 6,38 6,23 6,57 6,96 6,57 0,28 0,23 6,34 6,80 A
P5 6,75 6,66 6,05 6,85 6,64 6,59 0,31 0,26 6,33 6,85 A
P45 6,72 6,46 6,25 6,61 6,99 6,61 0,28 0,23 6,38 6,83 A
P37 6,82 6,36 6,36 6,58 7,03 6,63 0,29 0,24 6,39 6,87 A
P10 6,68 6,74 6,35 6,87 6,57 6,64 0,20 0,16 6,48 6,80 A
P4 6,70 6,75 6,34 6,89 6,60 6,66 0,21 0,17 6,49 6,82 A
P2 6,73 6,68 6,40 6,85 6,75 6,68 0,17 0,14 6,54 6,82 A
P17 6,80 6,33 6,64 6,77 7,24 6,76 0,33 0,27 6,49 7,03 A
P46 6,74 6,37 6,23 8,09 6,60 6,81 0,75 0,61 6,20 7,42 Kar
P14 8,29 6,43 6,41 6,84 7,06 7,01 0,77 0,63 6,38 7,64 Kar
P12 6,72 8,13 6,37 6,73 7,16 7,02 0,68 0,56 6,47 7,58 Kar
P47 6,81 6,33 7,68 8,15 6,56 7,11 0,78 0,63 6,47 7,74 Kar
P27 6,22 7,39 7,51 8,10 8,14 7,47 0,78 0,64 6,84 8,11 Kar
P33 791 7,20 7,33 7,96 7,56 7,59 0,34 0,28 7,32 7,87 B
P29 7,86 7,53 7,45 7,64 7,66 763 0,16 0,13 7,50 7,76 B
P1 7,56 7,77 7,46 7,96 7,65 768 019 0,16 7,52 7,84 B
P22 7,88 7,45 7,08 8,14 7,85 768 042 0,34 7,34 8,02 B
P31 7,9 7,34 7,48 8,04 7,66 769 030 0,24 7,45 7,94 B
P44 801 7,54 7,49 7,74 7,76 7,71 0,21 0,17 7,54 7,88 B
P42 7,78 7,51 7,51 7,63 8,12 7,71 0,26 0,21 7,50 7,92 B
P18 794 7,48 7,30 7,69 8,25 7,73 038 031 7,43 8,04 B
P24 7,87 7,52 7,31 7,70 8,32 7,74 0,38 0,31 7,43 8,06 B
P28 7,85 7,55 7,44 7,95 8,21 780 031 0,25 7,55 8,05 B
P34 8,10 748 7,38 7,91 8,16 781 036 0,29 7,51 8,10 B
P26 800 7,63 7,46 7,90 8,21 7,84 0,30 0,24 7,60 8,08 B
P30 7,68 7,53 7,35 8,24 8,52 7,86 050 041 7,46 8,27 B
P21 801 747 7,25 8,43 8,31 7,89 0,52 042 7,47 8,32 B
P11 7,80 7,99 7,51 8,05 8,29 793 0,29 0,24 7,69 8,17 B
P6 7,98 7,99 754 7,87 8,32 794 0,28 0,23 7,71 8,17 B
P25 836 7,72 7,68 09,78 8,83 8,47 0,87 0,71 7,76 9,19 Kar




P16 8,25 7,44 935 8,33 10,07 8,69 1,03 0,84 7,85 9,53 Kar

P3 9,86 9,559 845 8,14 9,18 9,04 0,73 0,60 8,44 9,64 C
P19 8,00 9,23 949 9,10 10,06 9,18 0,75 0,62 8,56 9,79 C
P15 7,97 9,05 9,25 09,66 10,20 9,23 0,83 0,68 8,55 9,90 C
P13 9,85 8,08 9,02 10,04 9,71 9,34 080 0,66 8,68 10,00 C
P41 9,69 888 9,09 09,67 9,53 9,37 0,37 0,30 09,07 9,67 C
P39 9,65 9,06 9,12 09,58 9,57 9,40 0,28 0,23 9,17 9,63 C
P20 9,79 9,23 8,9 9,74 10,03 9,55 044 0,36 9,19 9,91 C
P40 9,86 9,00 9,71 9,75 9,50 9,56 0,34 0,28 9,29 9,84 C
P32 981 924 9,26 10,05 9,57 9,59 0,35 0,29 9,30 9,87 C
P38 9,72 9,34 9,80 9,49 9,65 9,60 0,19 0,15 09,45 9,75 C
P43 993 930 9,30 9,54 9,97 9,61 0,33 0,27 9,34 9,88 C
P23 9,81 9,28 9,04 09,96 9,97 9,61 043 0,35 9,26 9,96 C
P8 9,66 9,80 9,42 09,67 9,52 961 0,15 0,12 09,49 9,73 C
P7 9,71 9,62 9,08 09,76 10,02 9,64 0,35 0,28 9,36 9,92 C
P9 9,87 9,89 9,30 9,58 9,58 9,64 0,24 0,20 9,44 9,84 C

g Zea mays G1 piki £
Standart g

— Phleum sp. GI piki Zea mays G1 piki

Standart

» —»Phleum sp. G1 piki

, il . . "
200 400 600 1000 200 400 600 800 1000
FL2 532-30 FL2 532-30

Sekil 15. Tetraploid (sol) ve Hexaploid (sag) Phleum bitkileri ile standart olarak
kullanilan Zea mays bitkilerine ait G1 piklerinin bir birine gére pozisyonlari
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Sekil 16. Tetraploid (sol, 2n=28), Hexaploid (sag, 2n=42), Phleum bitkilerine ait mitoz
kromozomlarinin gérunuasgu

Tablo 5. Teshis edilen populasyonlar

Phleum

P0O01 Phleum pratense L.

P002 Phleum bertolonii DC.

P006 Phleum pratense L.

PO11 Phleum pratense L.

P018 Phleum pratense L.

P021 Phleum pratense L.

P022 Phleum pratense L.

P024 Phleum pratense L.

P026 Phleum pratense L. veya Phleum
bertolonii DC.

P027 Phleum pratense L.

P028 Phleum pratense L.

P029 Phleum pratense L.

P0O30 Phleum pratense L.

P031 Phleum pratense L.

P033 Phleum pratense L.

P034 Phleum pratense

P038 Phleum pratense

P039 Phleum pratense

P040 Phleum pratense

P042 Phleum pratense L.

P043 Phleum montanum subsp montanum L.

P044 Phleum pratense L.

P045 Phleum phleoides (2n=14 2n=28)

Agropyron

A048 Agropyron cristatum (L.) GAERTNER
subsp. pectinatum (BIEB.) TZVELEV
var. pectinatum (L.) GAERTNER

Festuca

F-1 F. valesiaca

F-6 F. heterophylla

F-7 F. heterophylla
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F-8 F. valesiaca

F-9 Bakilmasi grekir a ?

F10 F. valesiaca

F11 F. valesiaca

F12/1 F. valesiaca

F-13 Festuca chalcophaea subsp.
chalcophaea

F-14 F. valesiaca

F-15 F. heterophylla

F-16 F. valesiaca

F-17 F. valesiaca

F-18 F. valesiaca

F-19 F. valesiaca

F-20 F. valesiaca

F-21 F. heterophylla

F-22 F. valesiaca

F-23 F. heterophylla

F-24/3 F. woronowii subsp. caucasica A
???(Karisik populasyon)

F-25 F. chalcophaea subsp. chalcophaea

F-26 F. valesiaca

F-27 F. chalcophaea subsp. chalcophaea

F-28 F. heterophylla

F-29/1 F.valesiaca or ??7??7?

F-30 F. chalcophaea subsp. chalcophaea

F-31 F. valesiaca

F-32 F. valesiaca

F-33 F. valesiaca

F-35/1 F. valesiaca

F-36 F. valesiaca

F-37 F. valesiaca

F-38 F. valesiaca

F-39 9 pikogramlik olanlara benziyor

F-40 F. valesiaca

F-41 F. valesiaca

F-42 F. valesiaca

F-44 F. valesiaca

F-45 F. valesiaca

F-46 F. valesiaca

F-47 F. valesiaca

F-51/2 F. chalcophaea subsp. chalcophaea ?

F-52 F. chalcophaea subsp. chalcophaea

F-60 Karisik populasyon

F-71/2 F. valesiaca

F-74 F. chalcophaea subsp. chalcophaea

F-76 F. valesiaca

F-83 F. valesiaca

F-86 F. heterophylla
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F-89 F. heterophylla
F-114/2 Poa pratensis
F-123/1 Vulpia myorus
Koeleria

K19 Koeleria nitidula
K1 Koeleria cristata
K3 Koeleria cristata

Tablo 6. Koeleria taksonlari arasindaki morfolojik farkliliklar

Takson Form Govde Gluma Panikula
Boyu (D1
kavuz)
Koeleria Gevsek | 15-70cm | Glumalar 2.5-10x0.7-1.5cm
nitidula Velen., | kime hemen
FI. olustura hemen esit
n ve ust
gluma en
alttaki
lemmaya
hemen
hemen esit
Koeleria Yogun 8-40(-65) | Glumalar 3.5-9(-14) x 0.5-2(4.3) cm
cristata (L.) | kime cm esit  degil
Pers. olustura ve ust
n gluma en
alttaki
lemmadan
daha kuguk

Tablo 7. Festuca taksonlari arasindaki morfolojik farkhliklar

Takson Form Govde Panikula Spikulalar
F. valesiaca L. Yogun 25-40(-50) cm | Panikula 3-7 (- | Spikulalar
kiime 10) cm, | linear oblong;
olusturan aralikh, (5,5-) 5,8-6.9
anthesis mm ; pruinose
déneminde
basakgiklari
tutan dallar
ana eksene dik
F. heterophylla Yogun 60-120 cm Panikula 6-17 | Spikulalar 8-
kime cm  anthesis | 11,5 mm; (3)
olusturan déneminde 4-6 cicekcikli
basakciklari
tutan dallar
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ana eksene dik

F. chalcophaea | Yogun 15-50 cm Panikula 3-8 | Spikulalar
subsp. chalcophaea | kime cm bazen | oblong-
olusturan aralikh. obovate  (6-)
6,5-8 mm
Tablo 8. Phleum taksonlari arasindaki morfolojik farklliklar
Takson Form Govde Panikula Spikulalar
Phleum pratense L. | Genisten | 9-85(-130) cm | Panikulanin Spikulalar 3.5-
sika dallari ana | 4 mm X
donen eksene glumalarin
kimeler yapisik; aristat uclari 1-
panikula 6-10 | 1.7 mm
mm
genigliginde
Phleum bertolonii | Kime 15-70 cm Panikulanin Spikulalar  2-
DC. seklinde dallari ana | 2,7 mm X
eksene glumalarin
yapisik; aristat  uclar
panikula  3-5| 0,2-0.5 mm
mm
genigliginde
Phleum montanum | Sik 12-85(-90) cm | Panikulanin Spikulalar 3-4
C. Kroch subsp. | kimeler dallari ana | mm
montanum C. Kroch eksene yapigsik
degil; Panikula
6-12 mm gen.
Phleum phleoides | Sik 14-85 cm Panikulanin Spikulalar  2-
(L.) Karsten Klmeler dallar ana | 3,5 mm
eksene yapisik
degil; Panikula
4-7 mm gen.
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5. SONUC

Tamamlamis olan bu arastirma projesinin amaci islah programlarinda
kullanmak icin Dogu Anadolu Bdlgesi dogal florasindan toplanmis 210 bugdaygil yem
bitkisi populasyonunu karakterize etmektir. Yapilan calismada flow sitometri
yontemiyle populasyonlarin gekirdek DNA igerikleri belirlenmis ve turlerin teshisi ile
ploidy duzeylerinin belirlenmesinde kullaniimigtir.

Yapilan bu c¢alismadan elde edilen sonuglara gore islah programlarinda
degerlendirmek amaciyla dogal vegetasyonlardan toplanan bugdaygil yem bitkisi
populasyonlarinin farkli tir ve ploidy dizeyine sahip bitkileri icerebilecegi ve bu
yuzden islah programlarina dahil edilmeden 6nce muhakkak tanimlanmalarinin
gerekli oldugu acikga ortaya ¢ikmistir. Buna ilave olarak flow sitometri yonteminin bu
amagcla kullanima ve 6zellikle morfolojik olarak bir birine ¢ok benzeyen ve dogada
birlikte yetisen yem bitkilerinin teshisinde ve ploidy duzeylerinin belirlenmesinde son
derece yararli oldugu ve bu nedenle benzer galismalarda en guvenilir, hassas, kolay

ve hizli bir metot olarak kulanilabilecegi bir kez daha ortaya konmustur.
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