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OZET

Bu calismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Onobrychis cinsi Hymenobrychis
seksiyonunda yer alan 2 tanesi endemik olmak tizere 6 farkli korunga tiiriiniin (O.
tournefortii, O. galegifolia, O. radiata, O. hypargyrea O. meschetica ve O. albiflora)
kromozom sayilari ve morfolojileri ezme preparasyon metodu ile incelenmistir. 2 gesit
boyama metodu kullanilmistir (Feulgen ve Hematoxylin-iron). O. tournefortii tiriinde
Feulgen boyama metodu, diger tiirlerde ise Hematoxylin-iron boyama metodu
kullanilmistir. Arastirmada incelenen tiirlerin tamaminda mitotik metafaz kromozom
sayilari, 2n=14 ve temel kromozom sayis1 x=7 olarak tespit edilmistir. Ancak,
kromozomlar sentromer pozisyonlarina goére median’dan submedian’a kadar
degismistir. Genel olarak tiirlerin hepsinde I veya IV numarali kromozomlar {izerinde

satelit bulunurken, O. meschetica tiiriinde satelite rastlanmamastir.

Anahtar Kelimeler: Onobrychis, kromozom, karyotip, idiogram
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SUMMARY

In this study, chromosome numbers and morphologies were investigated with
squash preparation method in six different Onobrychis species belonging to
Hymenobrychis section including two endemic species naturally grown in Turkey. All
species of mitotic metaphase and basic chromosome numbers were determined in 2n =
14 and x= 7, respectively. However, chromosomes showed differences as median to
submedian according to centromer position. Although all of the species generally

included satellite on chromosome I or IV, satellite was not found in O. meschetica.

Key Words: Onobrychis, chromosome, karyotype, idiogram
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1.GiRiS

Ulkemizde, en kaliteli kaba yemler, cayrr ve meralarimiz ile yem bitkileri
tarimindan elde edilmektedir. Bu kaynaklardan dogal cayir ve meralarimiz, uzun
yillardr devam eden erken ve asir1 otlatmalar nedeni ile verim giiglerini
kaybetmislerdir. Kaliteli kaba yemin liretiminin diger kaynag: tarla arazisi igerisinde
yem bitkileri tarimi ise yetersizdir. Tirkiye’de yaklasik 14.7 milyon BBHB hayvan
varlig1 bulunmakta, bunlarin sadece yasama payr besin madde gereksinimlerini kaba
yemlerle karsilamak i¢in yilda ortalama 74 milyon ton kaliteli kaba yeme gereksinim
duyulmakta, ancak kaliteli kaba yem tiretimimiz 35 milyon ton diizeyinde kalmaktadir.
Buna gore, iilkemizin kaliteli kaba yem ag¢ig1 yaklasik 39 milyon ton olmakta ve bu
iiretim diizeyimiz ile hayvanlarimizin yasama pay1 besin madde gereksinimlerinin ancak

% 47'si karsilanabilmektedir ( TUIK, 2012).

Hayvan yemi ihtiyacinin karsilanmasinda dogal ¢ayir ve meralar 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ancak, yapilan ¢alismalar {ilkemiz ¢ayir ve meralarinin yaklasik olarak
iicte ikisinin bitki Ortiisinii kaybetmis, ¢iplaklasmig ve hatta tamamiyla erozyona
ugramig araziler oldugunu gdstermektedir (Tosun, 1996; Celiktas, 2001). Bununla
birlikte, tarla tarimi icerisinde yem bitkileri yetistiriciligi yeterince gelismemistir.
Ulkemizde halen yem bitkileri yetistirilmesi i¢in ayrilan tarim alanlarmin toplam

islenen alan igindeki oran1 % 7.2 civarindadir (TUIK, 2012).

Verim gii¢leri diismiis cayir ve meralarin yeniden bol ve kaliteli yem {iretir
duruma getirilmelerinde uygulanan yontemlerden biri de, topografik ve toprak
ozellikleri islemeye uygun olan meralarin siiriilerek, yerine bdlgenin ekolojik
kosullarina uyum gostermis yem bitkilerinden olusan karigimlarin ekilmesidir (Celiktas,
2001). Cayr ve meralarinin tohumlama ile yeniden 1slah edilmesi ve tarla tarimi
icerisinde yem bitkileri ekim alanlarinin genisletilebilmesi i¢in, {ilkemizin farkh
ekolojik bdlgelerinde yetistirilebilen ve bunun yaninda bol ve kaliteli yem iireten yem
bitkileri ¢esitlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Yem bitkileri 1slah ¢alismalarinda

iizerinde durulmasi gereken en 6nemli bitkilerden bir tanesi de korungadir.



Korunga topragin verimliligini artirmasi yaninda yesil yem ve kuru yem olarak
yetistirilen ¢ok yillik yem bitkisidir. Korunganin otu yonca kadar besleyici olup, yem
kalitesi 1y1, protein orani oldukca yiiksek ve mineral maddelerce zengindir (Tan ve
Sancak, 2009). Korunga, iilkemizde tek basina cayir ve mera ihtiyacini karsilayabilecek
ozelliklere sahip olup, bu 6zelliklerinden dolayr hayvan yetistiricileri tarafindan degeri
oldukca 1yi bilinmektedir. Ancak, lilkemizde farkli problemlerden dolay1 (kok bogazi
kurdu, az bicim vermesi vb.) cok sinirli alanda (1.963.349 da) tarim1 yapilmaktadir (Elci
vd., 1987; TUIK, 2012).

Yoncanin aksine korunga otu hayvanda siskinlik yapmaz. Bu nedenle yesil
korunga otu hayvanlara bolca yedirilebilir. Korunga otu siit ineklerinde siitiin ve
tereyaginin kalitesini yiikseltir. Hayvansal besin kaynagi olmas1 yaninda, ¢igeklerindeki
bal 6zii zenginligi nedeniyle iyi bir bal 6zl bitkisidir (Ttrk, 2005). Ciceklerinin goz
alic1 renkte ve biiyiik olmasi, ¢icek salkimlarmin bitkinin iist bolgesinde bulunmasi ve
ciceklerinde firlatma (tripping) olaymin goézlenmemesi korungayr aricilik agisindan

olduk¢a 6nemli kilmaktadir (El¢i vd., 1987; Serin ve Tan, 1996).

Birc¢ok kiiltiir bitkisinin yetisemedigi kira¢ ve kurak (yillik ortalama sicakligi 200-
750 mm olan) topraklarin degerlendirilmesinde korunga onemli bir yere sahiptir.
Ayrica olgun donemde soguga oldukga iyi dayanir. Su faktoriiniin kritik oldugu bircok
bolgede miinavebenin vazgecilmez bitkisidir. Boyle cevre kosullarinda korunganin
yerine yetistirilebilecek baska bir baklagil yem bitkisi yoktur. Yurdumuzda ozellikle
Dogu Anadolu’da yoncadan sonra en fazla yetistirilen yem bitkilerindendir. Koklerin
derine gitmesi fakir topraklarda dahi yetisebilmesi, toprakta serbest olmayan fosforu
serbest duruma getirmesi nedeniyle iyi bir toprak islah bitkisidir (A¢ikgoz, 2001; Altin
vd., 2005; Elg¢i 2005).

Korunga; kayaliklar, meselikler, terk edilen tarlalar, yol kenarlari, maki, bozkir,
kumlu arazilerde ve yiikseltinin 2000 metreye kadar oldugu alanlarda yetisebilir
(Sorkun, 2008). Korungadan en iy1 verim pH’1 6.0-7.5 olan topraklardan elde edilir
(Sorkun, 1995). Korunga, 6zellikle Dogu Anadolu (Agri, Ardahan, Kars, Erzurum,

Erzincan, Giimiishane, Bayburt, Siirt, Bitlis, Batman, Mus, Hakkari, Van, Elazig ve



Malatya) ve Orta Anadolu (Sivas, Yozgat, Kirsehir, Nigde, Konya, Ankara ve Cankir1)
bolgelerimizde genis alanlarda ekilmektedir. Tarmm Isletmeleri Genel Miidiirliigiiniin
Altinova, Gozli, Ulas, Malya ve Polath gibi ¢iftliklerinde yogun olarak korunga
yetistirilmektedir (Elgi, 2005).

Korunga (Onobrychis viciifolia Scop. Syn., Onobrychis sativa Lam.),
Angiospermae (kapali tohumlular)’nin Dicoytledonae (iki ¢enekliler) sinifi, Rosales
takiminin Leguminosae (Baklagiller) familyasinin Papilionoidae alt familyasi i¢inde yer
almaktadir (Yiksek vd., 2002). Kiiciik Asya’nin i¢ kisimlar1 yani Orta Anadolu,
Transkafkaslarm tamami, Iran ve Tiirkmenistan’m yiiksek kisimlar1 korunganm gen
merkezi olarak gosterilmektedir (Aktoklu, 1995; El¢i, 2005). Diinyada 170 civarinda
korunga tiirii oldugu bilinmektedir. Ulkemizde ise 5 farkli seksiyonda 55 korunga tiirii
bulunmakta olup, bu tiirlerin 28 tanesi endemiktir (Hedge, 1970; Aktoklu 1995; Avci ve
Kaya, 2013). Ulkemizin Dogu Anadolu yiiksek yayla bolgesi de gen merkezlerinin
diigim noktast durumunda oldugundan bu bolgede de korunganin oldukca cesitli

tiplerine rastlanmaktadir (Elgi, 2005).

Korungalarda bu tiir zenginligine ragmen diinya’da sadece 3 tiiriin (O. viciifolia,
Onobrychis arenaria DC. ve Onobrychis transcaucasisa Grossh.) tarimi yayginlagmis
ve diger tiirlerin lizerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilmamistir. Yeni tiirlerin lokalitelerinin
belirlenmesi, toplanmasi ve farkli karakterizasyon islemlerinin (morfolojik, molekiiler,
biyokimyasal, sitolojik, palinolojik vb.) yapilmasi, bu tiirlerin bitki 1slahinda kullanim
potansiyelini arttiracaktir. Bununla birlikte, biyotik ve abiyotik stres faktdrlerine
dayanikli, verim ve kalite yoniinden zengin, yeni tarim tekniklerine uygun cesitlerin

gelistirilmesi saglanacaktir.

Ozellikle, tiirlerin ploidi seviyeleri ve kromozom morfolojilerinin belirlenmesine
yardimci olan sitolojik ve sitotaksonomik ¢aligmalar, bitki 1slah1 agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Tirler, cesitler ve populasyonlar arasinda kromozom yapilarina gore
belirlenen filogenetik iliskiler melezlenme potansiyeli hakkinda bilgiler vermektedir ve

gelecekte yapilacak 1slah ¢aligmalarina 1s1k tutmaktadir (Elgi ve Sancak, 2009).



Bu ¢alismanin amaci, Tirkiye’de dogal olarak yetisen Hymenobychis seksiyonuna

bagli 6 korunga tiirii lizerinde karyolojik calismalar yapmaktir.



2. ONOBRYCHIS CiNSININ GENEL OZELLIiKLERI VE KAYNAK OZETLERIi

2.1. Onobrychis cinsinin genel 6zellikleri

Bu cins tek yillik veya c¢ok yillik otsular ile nadiren dikenli c¢alilardan
olugsmaktadir. Go6vde genellikle tabanda odunlagsmis veya kalin toprak alti1 govdelidir.
Kulakg¢iklar genellikle zars1 ve kenari kirpiklidir. Yapraklarin yaprakeiklar: tekli,
genellikle tabandakiler uzun sapli, iisttekiler kisa sapli veya nadiren sapsiz, yaprakeilar
tam kenarli, yuvarlaktan seritsi-dikdortgenimsiye kadar, tepesi sert bir ugla veya kiiclik
sert bir ucla sonlanir. Cicek durumu eksensel, salkimsidir. Canak yaprak ¢an seklinde,
tiiplin alt kism1 disa dogru siskin, disler esit degil, genellikle mizraksi-aniden daralmis
veya seritsi aniden daralmis durumdadir. Tag yaprak pembe, leylak, sari, krem veya
beyaz, genellikle koyu mor damarli; bayrakcik dairemsi, ters yumurtamsi, eliptik veya
dikdorgenimsi eliptik, bazen sirt1 yatik yumusak kilsi tiiylii; kanatgiklar genellikle canak
yapraktan kisa, nadiren uzun, kulak¢ikli, sapli; kayik¢ik bayrakgiktan kisa veya esit,
nadiren uzundur. Erkek organlar diyadelf yapidadir. Yumurtalik 1-2(-3) ovilliidiir.
Meyve 1(-2) tohumlu, kuruyunca acilmaz, genellikle hafif dairemsidir. Tohumlar 1(-2)
adet, bobreksi veya dikdortgenimsi sekildedir (Hedge, 1970; Aktoklu, 1995).

Onobrychis cinsi, Onobrychis ve Sisyrosema olmak iizere iki alt cinsten olusur.
Bununla birlikte, bu alt cinslerden Onobrychis alt cinsi 3 seksiyondan (Dendobrychis,
Laphobrychis ve Onobrychis) ve Sisyrosema alt cinsi ise 2 seksiyondan (Hymenobryhis
ve Heliobrychis) meydana gelmistir.

Hymenobrychis seksiyonu ¢ok yillik otsu tiirlerden olusur. Kanatciklar kalikse
esit veya kisa; ovaryum genellikle 2 (-1) oviillii, meyve sapli, birlesim yeri kivrik, genis
ve yasst kenarli,, kenar iki sira disliden tam kenarliya kadar degisir. Bu seksiyon
icerisinde yeralan ve ¢alismada kullanilan tiirlere ait taksonomik tanimlamalar Aktoklu

(1995) ve Hedge (1970)’ye gore yapilmustir.



2.1.1. Onobrychis tournefortii (Willd.) Desv.

Govde yiikselici-dik, tabandan dallanir ve en ¢ok 70 cm boyundadir. Cicek
durumu ¢ok seyrek, cok cigekli ve meyve doneminde uzama gosterir. Korolla acik sari
veya krem rengi, genellikle kirmizi damarli, bazen damarsiz; bayrak¢ik 13-20 x 12-14
mm, orbikular- ovat, emarginat, 3 mm sapli; kanatciklar 4-6 x 2.5 mm, genis¢ce oblong,
kiit veya obtuz, 1.5 mm kivrik sapli, yatay veya geriye doniik ¢ok kisa kulak¢ikli;
kanatcik 13-19 mm boyunda 5-6 mm yiikseklikte, kiit ve 4 mm saplidir. Anterler
yaklagik 1 mm; filamenterler 14-16 mm’dir. Ovaryum 2 x 1 mm, reniform, 0.5 mm
saply, tiiysiiz, stilus ise 16-17 mm’dir. Meyve 14-19 x 11-16 mm, yuvarlaktan
bobreksiye kadar, gengken tiiylii, olgunlastik¢a tiiyleri dokiiliir. Kenar ¢ok kisa disli

veya hemen hemen tam kenarli, disk kisa, sert dikenli veya dikensizdir (Sekil 2.1.1).

Bu tiirtin dogal yayilis alanlar1 genellikle tashi ve kalkerli yamagclar, ¢ayirlar,
bozkirlar, orman agiklig1 ve jipsli yamaglardir. Bununla birlikte, 600-1950 m arasindaki
yiiksekliklerde bu tiire rastlanabilir ve endemiktir. Ulkemizde bu tiir, Kirikkale, Sinop,
Corum, Sivas, Tokat, Giimiishane, Ankara, Nevsehir, Kayseri, Konya, Nigde illerinde
yaygin olarak yayilis gosterir. Tiiriin dogal ortamda ¢ekilmis fotografi Sekil 2.1.1°de

verilmistir.



Sekil 2.1.1. O. tournefortii’nin genel goriiniisi

2.1.2. Onobrychis albiflora (Hub-Mor)

Govde yiikselici-dik, seyrek dallanir. 30-55 cm boylanir ve tamamu tiiysiizdiir.
Kulakgiklar 4-5 mm, serbest, yesil, otsu, akuminant, linear-lanseonat yapidadir.
Yapraklar cift, yaprakciklar oblong veya genis¢e ovat yapidadir. Cigek sap1 en ¢ok 2.5
mm, meyve asagi sarkik, 4 mm kadardir. Cicek durumu seyrek, ovat-oblong, 10-20
cicekli ve meyve doneminde uzar. Brakteler 2-3 mm, kaliks 4-5 mm, tiip 2-3 mm’dir.

Korolla siit beyaz, tek renkli, nadiren kirmizi damarhdir.

Bu tiir tilkemize 6zgii nadir endemik korunga tiirleri arasindadir. Sadece Sivas ili
sinirlar igerisinde ¢ok lokal bir alanda yayilis gosterir. Yetistigi alan volkanik ozellikte
olup, yiiksekligi 1150-1200 m arasindadir. Tiiriin deneme alanindan ¢ekilmis genel

gortintiisii Sekil 2.1.2°de verilmistir.



Sekil 2.1.2. O. albiflora’nin genel goriiniisii

2.1.3. Onobrychis hypargyrea (Boiss.)

Govde yiikselici-dik yapida, tabandan dallanir, en ¢ok 80 cm kadar boylanir.
Kulakgiklar, 5-8(-10) mm, scarious, serbest, kahverengi, genis tabanlidir. Taban
yapraklar1 3-4 c¢ift, 4-8 cm sapli, Ustteki yapraklar 4-7 c¢ift, hemen hemen sapsiz;
yaprakgiklar ovat, oblong-ovat veya oblong-lanseolat, 2-5(-8) x 0.8-1.5(-2) cm, akut, alt
yiizii yogun velutinoz tiiyli, tist ylizii tiiysiiz veya seyrek piloz tiiyliidiir. Cigekdurumu
sap1 yapraklardan ¢ok uzun, ¢icekte en ¢ok 30 cm, meyvede en ¢ok 40 cm, ¢icek sap1
yaklagik 2 mm’dir. Kaliks 6-8-(-10) mm, yogun velutinoz tiiylii, tiip 3-4 mm, disler 3-6
mm’dir. Korolla krem rengi veya agik sari, kirmizi damarli, nadiren kirmizi damarsiz,
bayrakeik 13-16(-19) x 13-17, kanatgiklar 4-6 x 2-3 mm, kayik¢ik 13-16 mm boyunda
ve 7-8 mm ylikseklikte ucu kiit, yaklagik 5 mm sapl tiiysiizdiir. Anterler 0.8-1 mm,
filamenterler 16-19 mm’dir. Ovaryum 2.5-0.8 mm, stilus 19-21 mm, meyve 15-17(-19)

X 13-15(-17) mm, krvircik tometoz tiiylii ve seyrek uzun piloz tiiylii; kenar en ¢cok 1 mm



den tam kenarliya kadar, disler 35-40 adet; disk en ¢ok 2 mm, ucu kivrik ve 4-8 adet
sert dikenli ve dikensizdir (Sekil 2.1.3).

Ulkemizde bu tiir yaygm olarak goriilmekle birlikte en fazla tash yamacglar,
kalkerli yerler, acik araziler, meselikler ve 300-1750 m arasindaki yiiksekliklerde
yayilis gosterir. Ulkemizde yaygm olarak Istanbul, Eskisehir, Zonguldak, Cankiri,
Kastamonu, Manisa ve Kiitahya goriiliir. Tiriin dogal ortaminda c¢ekilmis genel

goriintiisii agagida verilmistir (Fotograf 2.1.3)

Sekil 2.1.3. O. hypargyrea’nin genel goriinlisi

2.1.4. Onobrychis radiata (Desf.) Bieb

Govde dik ve en ¢ok 70 cm boylanabilmektedir. Kulak¢iklar 10(-15) mm,

scarious, serbest, acik kahverengi, triangular-lanseolat, akumilat, piloz tiiyliidiir.

Yapraklar 5-10 ¢ift, yaprak¢iklar genis¢e ovat-oblong durumdadir. Cigekdurumu sapi1
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yapraklarin an ¢ok iki kat1 kadar, en ¢ok 40 cm, cicek sap1 1.5 mm, meyve sarkik, en
cok 3 mm’dir. Cicek durumu seyrek, ¢ok ¢icekli, meyve doneminde uzar. Korolla
krem rengi veya c¢ok agik sari, genellikle kirmizi damarl, bazen kirmizi damarsiz;
bayrakeik (15-)17-19 x 11-14 mm, obovat, hafifce emarginat, sirt1 yogun piloz tiiyliidiir.
Kanatgiklar 6-7 x 1-2.5 mm, kayik¢ik 16-17 mm, 5-6 mm yiikseklikte, ucu kiittiir.
Anterler 0.7-0.9 mm, filamentler 14-16 mm. Ovaryum 2 x 0.8-1 mm, ovat-oblong, 1(-
2) oviilld, stilus 17-18 mm’dir. Meyve 11-18 x 10-13 mm, tamami yogun tiiylii veya
villoz tiiylii, kenar genellikle 0.5-1-5 mm disli, nadiren tam kenarli, disk kisa ve kivrik
dikenlidir.

Bu tiir genellikle kalkerli kayalikli yamaclar ve ¢ayirliklarda goriiliir. Yayilis
yiiksekligi 400-2300 m arasindadir. Ulkemizde en fazla Dogu Anadolu bdlgesinde,
Kars, Erzurum, Agri, Van, Mardin, Hakkari illerinde dogal yayilis gosterir. Tiiriin

genel gorlinlisii asagida verilmistir (Sekil 2.1.4).

Sekil 2.1.4. O. radiata’nin genel goriiniis
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2.1.5. Onobrychis meschetica Grossh

Govde yiikselici-dik, acik yesil ¢izgili, 35- 60 cm boyunda, kisa adpressed piloz
tiiyld, ayrica tabanda 2 mm’ye kadar uzun ve dik piloz tiiylidir. Kulak¢iklar 6-7 mm,
serbest, lanseolat, akuminat, yogun adpressed ve yiikselici piloz tiiylidiir. Taban
yapraklar1 2-4 ¢ift, orta ve iis kisimlardaki yapraklar 7-8 cift; yaprakciklar 8-18 mm x
(4-)6-12 mm, ovat veya eliptiktir. Cicek durum sap1 yapaklarin iki kat1 kadar, ¢igek
sapt 1-1.5 mm’dir. Cicek durumu seyrek, cok cicekli, meyve doneminde uzar. Korolla
acik sar1, koyu sar1 damarhidir. Bayrake¢ik 14-17(-18) x 10-13 mm, obovat, kanatg¢iklar
6-7 x 1.5-2 mm, subfalkattir. Anterler ] mm, filamentler 15-17 mm’dir. Ovaryum 2-
2.5 x 1-1.5 mm, reniform, (1-)2 oviilli, tiiysiiz, stilus 16-18 mm’dir. Meyve 12-14(-16)
x 9-11(-13) mm, tiiysliz, parlak, koyu kiiclik benekli; disk 3-4 adet dikenli, kenar 0.5-1

mm kadar dikenli, u¢ kisim villoz tiiylidiir.

Bu tiir genel olarak yamaglar ve kayaliklarda, 1500-1950 m arasinda yayilis
gosterir. Ulkemizde sadece Kars ili sinirlar1 igerisinde dogal yayilis gdsteren bir tiirdiir.

Tiirtin deneme alanindan ¢ekilmis genel goriintiisii Sekil 2.1.5°de verilmistir.
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Sekil 2.1.5. O. meschetica’nin genel goriiniis

2.1.6. Onobrychis galegifolia Boiss.

Govde dik, yesil, bazen mor, ¢ok belirgin agik yesil ¢izgilidir. Kulakgiklar 5-10
mm, scarious, serbest veya tabanda birlesik, kirli beyaz veya krem rengi, triangular-
lanseolat, beyaz bazen agik sari, uzun ve yogun tiiyliidiir. Taban yapraklar: 1-3 ¢ift,
uistteki yapraklar 4-6(-8) cifttir. Cigek durumu sap1 yapraklardan uzun, 10-25 cm; ¢igek
sap1 en ¢ok 3 mm, yogun pilozdur. Cicek durum seyrektir ve meyve doneminde uzar.
Korolla altin sarisi, kuruyunca kiikiirt sarist olur. Bayrak¢ik 19-25 x 12-18 mm,
kanatgiklar 8-12 x 2.5-3.5 mm, en ¢ok 3 mm kivrik saphidir. Kayik¢ik 18-22 mm, 8-10
mm yiikseklikte, ucu kiit, 5-8 mm saphidir. Anterler 1 mm, filamentler 22-24 mm’dir.
Ovaryum 2-2.5 x 1-1.5 mm 1(-2) oviilli, stilus 25-27 mm’dir. Meyve 20-24 x 16-18
mm tamami yogun tiiylli, kenar ¢ok kisa dentikulat veya tam kenarl, disk kisa ve kivrik

dikenli veya dikensizdir.
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Sekil 2.1.6. O. galegifolia’nin genel goriinlisi

Bu tiir, bozkirlar, meselikler, camlik sinir1, agik arazi, tarla kenarmnda 200-2000 m
yiikseklikler arasinda yayihs gosterir. Ulkemizde Orta, Dogu ve Giineydogu Anadolu
bolgelerimizde yaygin olarak goriliir. Tiriin dogal ortamindaki genel goriintiisii Sekil

2.1.6°da verilmistir.

2.2. Kaynak Ozetleri

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

bolgeli (t) ve terminal noktali (T) bigimde kodlandirarak adlandirmistir.

Zeybek ve Baltepe (1968), orsein boyamasi ile ezme preparatlarin yapilmasinda
pektik lamel ve selilloz ¢eperin eritilmesinde pektinaz ve selillaz enzimlerinin

uygulanmasini onermislerdir.
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Hedge (1970), Tiirkiye’de Onobrychis cinsine ait 46 korunga tiirtiniin oldugunu

ve bu cinsin 5 seksiyondan olustugunu bahsetmistir.

Gu et al. (1984), karyotip analizinde, satellitlerin toplam boya ilave edilecegini
belirtmiglerdir. Ayrica idiogramlar hazirlanirken, homolog kromozomlardan sadece

birisinin gosterilecegini bildirmislerdir.

Aktoklu (1995), Tiirkiye korunga tiirleri lizerinde yaptigi revizyon ¢aligmasinda
52 tiirtin (60 takson) oldugunu belirtmistir. Bu tiirler iizerinde yetersiz olan tiir ayrim
anahtarlar1 daha kararl karakterlere dayandirilarak yeniden hazirlanmistir. Arastiricy;
Tirkiye’de bulunan tiirlerin Anadolu Caprazi’nin dogusunda kalan kisimlarda daha

fazla yogunlastigini ve ¢esitlendigini ifade etmistir.

Biiyiikasik vd. (2002), Onobrychis Miller (Fabacaea) cinsine ait, Hatay’da dogal
yayilis gosteren bir yillik tiirlerden Onobrychis caput-galli (L.) Lam., Onobrychis
aequidentata (Sibth. & Sm. ) d’Urv ve Onobrychis crista-galli (L.) Lam. nin kromozom
sayilarmi ve anatomik 0zelliklerini belirlemistir. Sitolojik incelemeler sonuncu somatik
kromozom sayilart; O. caput-galli i¢in 2n= 14; O. aequidentata ig¢in 2n= 14; O. crista-

galli i¢in 2n= 16 olarak tespit edilmistir.

Abou-El-Enain (2002), genel olarak Lophobrychis seksiyonunda yeralan
Onobrychis cinsinin 6 tiirlinlin 6 populasyonundan 22 bireyin kromozom sayilarini
incelemistir. Temel kromozom sayilarin1 x=7 veya x=8 olarak ve kromozomlarm orta
biiytikliikten, kiiciige kadar ebatlarda oldugunu kaydetmistir. Onobrychis bobrovii
Grossh. (2n = 4x = 28) ve Onobrychis pulchella Schrenk (2n = 4x = 32) tiirlerinde iki
yeni ploidi seviyesi tespit etmistir. Sitolojik ¢alismalarda boyama islemi i¢in Feulgen

yontemi izlemistir.

Mirici (2004), MS besi ortaminda c¢imlendirilen endemik Astragalus
polemoniacus Bunge. tohumlarindan alinan 1-2 m’lik kok uglar1 ilk islem olarak +4

°C’de 2 saat -monobromonaftalin’de bekletmistir. Daha sonra 30 dakika glasial asetik
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asitte bekletmis ve hidroliz i¢in 60 °C’de 13 dakika IN HCI uygulamasi yapmis ve

Feulgen boyasi kullanarak istenen goriintiileri elde etmistir.

Zarifi (2004), Giliney Azerbaycan’da bulunan bazi korungalarda karyotip analizi
calismasinda Aceto-Iron-Hematoxylin yontemini kullanmistir. Boyanan kok uglarim
yarim saat yikadiktan sonra 3 mm kadar kesip Cytase enzimiyle 1slatarak yarim saat

bekletmistir.

Hosgoren (2006); Giineydogu Anadolu Bdlgesinde yayilis gosteren 3 korunga
tiir  (Onobrychis carduchorum C.C. Townsend, Onobrychis kotschyana Fenzl.,
Onobrychis megataphros Boiss.) iizerinde kromozom sayilar1 ve morfolojileri
bakimindan incelemeler  yapmistir. Kromozom c¢alismalarin1  tohumlarin
c¢imlendirilmesi sonucu meydana gelen kok wuglar1 {izerinde gergeklestirmistir.
Incelenen bu tiirlerde kromozom sayilarini sirastyla 2n=14, 2n=14 ve 2n=32 olarak

belirlemistir.

Kivrak ve Tamkocg (2006), 6 adet bezelye (Pisum sativum L.) hattiin kayotipini
belirlemek amaciyla ¢alismislardir. Bu hatlar 3 adeti yemlik, 3 adeti yemekliktir.
Bezelyelerin kromozom sayisi, kromozom boylari, kol indeksleri, oransal boylar1 ve
kromozom tiplerini belirlemislerdir. Kavanoz igerisinde perlitte ¢imlendirme islemi
yapmiglardir.  Cimlendirme isleminden sonra yaklasik 2-3 cm uzunluguna gelen
koklerden 1-1.5 em’lik bir kismini ilk islem i¢in almislardir. Ilk islem olarak o-mono
bromonaftalin igerisinde +4 °C’de 24 saat bekletmislerdir. Daha sonra oda sicakliginda
yarim saat glasial asetik aside almiglardir. Hidroliz i¢in kok uglar1 60 °C’de 1N HCl ile

13 dakika muamele edilmis ve boyama 30 dk Feulgen icerisinde basariyla yapilmaistir.

Elena (2006), Onobrychis ve Laphobrychis seksiyonlarinda yer alan 5 farkl
korunga tiirii (O. viciifolia, O. crista-galli, O. caput-galli, Onobrychis montana ve O.
transcaucasica) lzerinde stolojik caligmalar yapmustir. Bu tiirlerin her biri i¢in
kromozom sayisi, uzunluk ve ploidi diizeyi gibi ozellikler incelenmistir. Calisma
sonucunda, O. crista-galli tiirii i¢in temel kromozom sayis1 x=8 iken O. viciifolia, O.

caput-galli, O. montana ve O. transcaucasica tirlerinde x=7 olarak bulunmustur.
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Kromozom boyutlar1 bakimindan, O. viciifolia tiriiniin en biiyiik, O. transcaucasica

tiirliniin ise en kii¢lik kromozom boyutlarma sahip oldugunu belirlemistir.

Sepet vd. ( 2007), Tiirkiye genelinde yayilis gosteren Onobrychis Miller cinsine
ait 8 tirii (O. caput-galli. O. aequidentata, Onobrychis fallax Freyn & Sint. ex Freyn,
O. viciifolia,  Onobrychis lasiostachya Boiss.,  Onobrychis armena Boiss.,  O.
hypargyrea, Onobrychis cappadocica Boiss.) karyolojik ve sitotaksonomik bakimdan
incelemistir. Incelenen tiirler, Lophobrychis, Onobrychis ve Hymenobrychis
seksiyonlarinda yer almaktadir. Incelenen tiirlerden O. cappadocica tiiriiniin kromozom
sayis1 2n=16, O. viciifolia tiirliniin kromozom sayis1 2n=28 ve diger tiirlerin kromozom
sayis 2n=14 olarak bulunmustur. Biitliin kromozomlar genellikle median (m) veya

submedian (sm) olarak ifade edilmistir.

Yildirnm (2007), Lathyrus L. cinsine ait 4 taksonu, morfolojik ve karyolojik
yonden arastirmistir. Tohumlarin ¢imlendirilmesi yoluyla elde edilen kok uclar1 gerekli
islemler yapildiktan sonra, kromozom incelemeleri icin, feulgen boyama metodu
kullanilarak ezme preparatlar hazirlanmistir. Her bir taksonun morfolojik ve karyolojik
ozelliklerini belirlemis ve karsilastrmalar yapmistir. Gozlemlenen tiim taksonlarin

ploidi seviyelerinin diploid oldugunu belirtmistir.

Oztiirk vd. (2008), bazi bitki taksonlarinda sitogenetik calismalar yapmislardr.
Petri kaplarinda ¢imlendirilen tohumlardan alinan kokler +4 °C’de -mono bromonaftalin
icerisinde 16 saat bekletmislerdir. Daha sonra tespit islemini absolu alkol : glasial
asetik asit (3:1) ¢ozeltisinde 24 saat siire ile yapmislardir. Buradan ¢ikan kokleri saf su
ile yikayarak hidroliz islemine tabi tutmuslardir. Hidroliz i¢in 1 N HCI kullanmislardir.
En 1yi boyama isleminin ise oda sicakliginda 13 dakika bekletilen kok uclarinin daha
sonra %2’lik aseto orsein igerisinde 2 saat oda sicakliginda bekletilmesi ile elde

edildigini belirtmislerdir.

Yilmaz vd. (2009), Trigonella L. (Fabaceae) cinsine ait bazi tiirlerde karyolojik
calismalar yapmustir. Arastirict; ilk islem i¢in kok uclarini 16 saat siire ile a-mono

bromonaftalin icerisinde bekleterek en iy1 sonucu almistir. Bununla birlikte, tespit icin
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3:1 (absolu alkol: glasial asetik asit) ¢ozeltisi igerisinde 1 gece siire ile kok uglari
bekletilmistir.  Hidroliz ise oda sicakligimda 1 N HCIl ile 13 dakika siirede
gerceklestirilmistir. Hidroliz sonras1 kok uglar1 boyama i¢in 2 saat Aseto orsein’de

bekletilmis ve boyanan kok uglart % 45°1ik asetik asit ile ezme preparat yapilmistir.

Zarifi vd. (2009), Artemisia cinsinin, iki ayr1 tlirlinde kromozom incelemesi ve
karyotip analizi yapmislardir.  Calistig1 tiirlerden elde ettigi kok uclarmni o-
monobromonaftalin ve hidroksi kinolinde ilk islem yapip formaldehit ve kromik asitte
tespit islemini tamamlamiglardir. Tespit isleminden sonra kdk uglart 1IN NaOH ve HCI
ile 60 °C’de 10 dk hidroliz yapmislardir. Kromozom boyamalarmni ise 30-32 °C’de

Hematoxylin-iron ile 16 saat siirede gerceklestirmislerdir.

Hejazi et al. (2010), Onobrychis Adans. cinsinin farkli cografik kokenli 20
taksonu (45 populasyon) flizerinde karyolojik c¢aligmalar yapmiglardir.  Temel
kromozom sayisint x=7 ve x=8 olarak bulmuslardir. Temel kromozom sayis1 x= 7 olan
grupta, 6 diploid (2n=14), 22 tetraploid (2n=28) populasyon ve temel kromozom sayis1
x=8 olan grupta ise 17 diploid populasyon tespit etmislerdir.

Ranjbar et al. (2010), Onobrychis cinsi Onobrychis seksiyonuna dahil 3 farklh
yabani korunga tiirii (O. viciifolia, O. transcaucasica ve Onobrychis altissima Grossh.)
iizerinde mayotik kromozom sayist ve davranislari hakkinda g¢alisma yapmuslardir.
Arastiricilar, O.viciifolia ve O. transcaucasica tiirlerine ait tiim iran populasyonlarinda
tetroploid (2n=4x=28) kromozom sayis1 tespit etmislerdir. =~ Bununla birlikte, O.
transcaucasica  populasyonlarinda ise diploid Ozellikte kromozom  sayisi
gozlemlemislerdir.  Inceledikleri tiirlerde temel kromozom sayismi x=7 olarak
belirlemislerdir. Ayrica, O. altissima tiiriinde 2n=2x=14 ve 2n=4x=28 olmak iizere iki
farkli ploidi seviyesi bulmuslardir. Bu ¢alismada incelenen tiirlerin neredeyse tamami
mayoz bolinmede diizenli bivalent c¢ift olusturmus ve kromozom bdliinmesi

gostermislerdir.

Ghanavati et al. (2011), 5 farkli Onobrychis tiirii’niin 13 populasyonunu tizerinde

sitolojik calismalar yapmiglardir. Temel kromozom sayis1 x=7 ve x=8 olarak
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belirlenmistir. 6 farkli kromozom 6zelligine gore olusturulan kiimeleme analizi sonucu
populasyonlar 2 gruba ayrilmistir. Bu analize gore birbirine en uzak populasyonlar O.
crista-galli tiriiniin 3 ve 5 no’lu populasyonlar1 iken en yakin populasyonlar ayni tiiriin

2 ve 6 no’lu populasyonlari olarak belirlenmistir.

Akceelik vd. (2012); Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinden toplanan dort farkli yabani
korunga tiiriniin (O. tournefortii, Onobrychis gracilis Beser, O. hypargyrea ve
Onobrychis argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss.) tohumlar1 {izerinde ¢alismiglardir.
Feulgen ve Hemotoxylin boyama yontemlerini kullanmislardir. Bu tiirlerden O.
argyrea Boiss. subsp. argyrea (2n=16) tiirii hari¢ diger tiirlerin kromozom sayilari

2n=14 olarak bulunmustur.

Arslan vd. (2012), Tiirkiye’de yer alan Hedysareae oymagina dahil Onobrychis
cinsinin 6 tiirii, Hedysarum cinsinin 2 tiirii ve Sarforia cinsinin 1 tiirii izerinde karyotip
calismalar1 yapmiglardir. Bu tiirlerden 6 tanesi yenidir. Diger 3 bulgudan bir tanesi
poliploidi kontrolii, diger bulgu kromozom sayisi kontrolii ve son bulguda hem
kromozom sayis1 kontrolii hem de karyotip calismasidir. O. altissima tiiriniin karyotipi
hari¢ tlim tiirlerin karyotipi bu ¢alismada sunulmustur. O. altissima, O. oxyadonta, O.
hajastana ve O. tournefortii’yi 2n=14 bulmusglar, O. subacaulis, O. galegifolia, S.

hedysaroides, H. syriacum ve H. pannosum’u ise 2n= 16 olarak bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak kullanilan tohumlar, 2006-2009 yillar1 arasinda
TUBITAK (Proje No:106 O 040) projesi kapsaminda iilkemizin dogal florasindan
toplanmis ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri deneme alanma
fidelenerek tiretilmistir. Calismada kullanilan bu tiirlerin ismi, bulundugu lokasyon ve

koordinatlar1 Cizelge 3.1.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1.1. Calismada kullanilan tiirlerin isimleri, toplandiklari lokasyonlar ve

koordinatlar1
No Tiir ismi Lokasyon Enlem Boylam | Yiikseklik
) (D) (m)
1 | O. tournefortii | Sivas, Taslidere 39°37'03" | 37°01'04" 1312
2 | O. albiflora Sivas, Sincan - 39°27'34" | 37°49'14" 1246
Karaman koyii
arasi
3 | O. hpargyrea | Karabik, Arag yolu | 41°12'35" | 32°48'49" 365
dag yamaglari
orman alt1 alanlar
4 | O. radiata Kars, Kétek-Paslt 40°45'25" | 42°58'00" 1609
arasi
5 | O. meschetica | Kars, Akyaka 40°45'10" | 43°38'00" 1536
6 | O. galegifolia | Adiyaman, Golbas1 | 37°5044" | 37°18'57" 897

3.2. Metot

3.2.1. Materyal Temini

Bu arastirma Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Boliimii Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada, Hymenobrychis seksiyonunun 6
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tiirii kullanilmigtir. Tohumlar sert tohumluk 6zelligi gosterdiginden ¢imlendirmeyi
kolaylastirmak amaciyla mekanik isleme (jiletle ¢izme) tabi tutulmustur. Bu islem
yapilmadigi taktirde tohumlarda su gegirgenligi olmamakta ve ¢imlenme gii¢liigii ortaya
cikmaktadir. Cizilen tohumlar igerisi kurutma kagidiyla kaplanan petri kaplarma uygun
sekilde yerlestirilmistir. Tiire bagli olarak degismekle birlikte kok uglar1 2 veya 3 giin
icerisinde uygun uzunluga gelmislerdir. Tohumlar 20 veya 22 °C’de inkiibator
icerisinde ¢imlendirilmistir. Genel olarak en iyi kromozom gozlemleri yine tiire gore
degismekle birlikte 1-2 cm arasindaki kok uglarindan elde edilmistir. Kok uglarmin 1
cm’den kisa ve 2 cm’den uzun oldugu durumlarda kromozom gozlemleri

yapilamamaistir.

3.2.2. ilk islem

Ik islemde mitoz bdliinmede ig ipliklerinin olusumunu &nleyip kromozomlari
metafaz sathasinda tutabilmek i¢in c¢esitli kimyasallar kullanilmaktadwr.  Bunlar
paradiklorobenzen, kolkisin, kumarin, 8-hidroksiquinolin ve a-monobromonaftalin gibi

kimyasallardir.

Calismamizda o-monobromonaftalin ¢ozeltisi kullanilmis ve basarili sonuglar
almmistir. Feulgen boyama yontemi i¢in a-monobromonaftalin ¢ozeltisi 250 ml saf su
icine 4-5 damla olacak sekilde damlatilarak hazirlanmistir. Hematoxylin-iron boyama
yonteminde ise 100 ml suya 0.5 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Kullanilan boyama
yontemine gore ilk islem siiresi farklilik gostermistir. Eger feulgen boyamasi
yapiliyorsa kok uglar1 3 saat, Hematoxylin-iron boyamasi yapiliyorsa 4 saat siire ile

¢Ozelti icerisinde bekletilmistir.
3.2.3. Tespit
Tespit asamasinda kromozomlarin canliligini ani bir sekilde durdurmak icin

Glasial Asetik Asit, Formaldehit, Kromik asit gibi baz1 kimyasallar kullanilmaktadir.

Bu sayede kromozomun hayattaki durumuna yakm bir goriintii elde edilebilir. Bu
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amacgla boyama yontemine gore degismekle birlikte O. tournefortii tiiriinde feulgen
boyamasi1 yapilmis ve tespit i¢in glasial asetik asit + alkol (3:1) ¢ozeltisi kullanilmastir.
Diger tiirlerde ise Hematoxylin-iron boyama yontemi basarili sonuglar vermis ve %10
Formaldehit+%1 Kromik Asit (1:1) tespit ¢ozeltisi kullanilmistir. Glasial asetik asit
kullanildig1 yontemde kokler ¢ozelti icerisinde 24 saat, %10 formaldehit+%]1 kromik

asit ¢ozeltisinde ise 16 saat bekletilmistir.

3.2.4. Muhafaza islemi

Glasial asetik asit igerisinde tespit edilen kok uglar1 eger daha sonra ¢aligilacak ise
5 dakika saf su igerisinde yikandiktan sonra %70’lik alkole almmali ve +4 °C’de
saklanmalidir. Formaldehit ve Kromik asit igerisinde tespit edilen kok uclar1 ise 3 saat
saf su icerisinde yikandiktan sonra saklanmak {izere yine %70’lik alkole almarak +4 °C’

de saklanmistir.

3.2.5. Hidroliz

Hidroliz isleminde amacimiz hiicreleri birbirinden ayirarak mikroskopta
kromozomlarm ayr1 ayri, kolay ve net bir sekilde goriinmelerini saglamaktir.
Hidrolizde zaman, sicaklik ve kullanilan kimyasalin konsantrasyonu biiyiik onem
tagimaktadir. Bu g¢aligmada iki farkli boyama ydntemi kullanilmis ve yonteme gore
hidroliz ¢ozeltisi degismistir.  Feulgen boyamasi1 yapilirken 1 N HCIl c¢ozeltisi,
Hematoxylin-iron boyamasi yapilirken 1 N NaOH c¢ozeltisi kullanilmistir.  Ayrica
hidroliz siiresi tiirlere gore degismekle birlikte 7-13 dakika arasinda her bir tiir i¢in 6n
calismalar yapilmis ve en uygun hidroliz siiresi belirlenmistir. Hidroliz siiresi 6zellikle
tiirlerin boyanmasinda c¢ok etkili olmustur. Hidroliz sicaklig1 ise tiim tiirlerde 60 °C

olarak sabit tutulmustur.

3.2.6. Boyama

Bu calismada farkli boyama yontemleri denenmis ve her tiire en uygun olan

boyama yontemi belirlenmistir. O. tournefortii tiirli i¢in feulgen boyama yontemi iyi
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sonuglar vermesine ragmen diger tiirlerde iyi sonuglar vermemistir. Feulgen yontemi
icin ilk olarak hidrolizden ¢ikan kokler 10 dk saf suda yikanarak kurutma kagidi
yardimiyla kurutulmustur. Daha sonra feulgen boyasi konulan tiiplere alinarak 2 saat
bekletilmistir.  Boyadan ¢ikarilan kokler tekrar 10 dk saf suda yikanmis ve

kromozomlarm daha iyi boyanabilmesi amaciyla 10 dk aseto orsein’de bekletilmistir.

Diger tiirlerde ise Hematoxylin-iron boyama yontemi kullanilmis ve oldukca iyi
boyama saglanmistir. Bu yontemde ise; hidrolizden sonra kok uglar1 10 dk saf suda
yikanarak kurutulmus ve 3-4 saat hematoxylin-iron boyasinda bekletilmistir.
Boyamadan sonra, koklerin sertlesmesi sonucu, preparat hazirlanirken kék ucunun
kolay ezilebilmesi icin farkli siirelerde enzim (seliilaz) uygulamasi yapilmistir.
Boyadan alman kokler 10 dk saf suda yikandiktan sonra kurutulmus ve enzim igerisine

bekletilmistir. Enzimde bekletme siiresi tiire gore degisiklik (5-12 dk) gdstermistir.

3.2.7. Preparatin Hazirlanmasi

Feulgen boyamasindan sonra kok uglarinin 1-2 mm’lik biiylime meristemlerinin
bulundugu kisim jiletle kesilerek lam iizerine alinmistir. Daha sonra alman bu kisim
kii¢iik parcalar haline getirildikten sonra eger feulgen ile boyanmis ise lizerine asetik
asit, hematoxylin-iron ile boyanmis ise %45 asetik asit : laktik asit (10:1) ¢ozeltisi
damlatilarak lamel iizerine kapatilmistir. Kurutma kagidi ile asetik asidin fazlasi
almarak kursun kalemin tersiyle lamelin {izerine yumusak darbelerle vurulmustur. Daha
sonra bas parmakla lamelin lizerine iyice bastirarak kromozomlarm diizgiin dagilmasi
ve gorilintli netligi saglanmistir. Bu sekilde preparatlar mikroskopta incelenmeye hazir

hale getirilmistir ( El¢i, 1982).

3.2.8. Preparatlarin Devamh Hale Getirilmesi

Miroskopta incelenen boyanmasi iyi ve kromozomlar1 ayni diizlemde olan, yani
karyotip analizinin yapilabilecegi preparatlar devamli hale getirilmistir. Amacimiz
istenilen goriintli elde edildikten sonra baska bir zaman igerisinde gozlemini

saglayabilmektir.
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Preparatlarin konacagi sale kabi icerisi kurutma kagitlar1 ile kaplanmistir. Daha
sonra salenin dip kismina 4-5 mm kadar absolu alkol konulmus ve kurutma kagitlar1 da
absolu alkolle 1slatilmistir. Preparat bu sale kabi igerisine dik bir sekilde yerlestirilmis
ve sale kabmin icerisindeki alkol buharmin muhafazasi i¢in kapagn etrafi stre¢ filmle
sik1 bir sekilde sarilmistir. Bir gece +4 °C’de bekletilmistir. Bu sayede kap icerisindeki
alkoliin buharlagarak lam ve lamel arasina girmesi saglanmistir. Daha sonra saleden
cikarilan preparat i¢i kurutma kagidiyla kapli ve absolii alkolle islatilmis, diiz bir
zemine yerlestirilen petri kaplarma konulmustur. Lamelin ii¢ kenar1 kanada balsama ile
stvanmis (Kanada balsaminin kivami absolii alkol ile biraz inceltilmistir) ve petri

kabmin kapag1 kapatilarak preparat kurumaya birakilmistir (Elgi, 1982).

3.2.9. Kromozomlarin incelenmesi ve Karyotip Analizi

3.2.9.1. Fotograf ¢ekimi

Kromozomlarin iyi incelenebilmesi ve dogru karyotip analizi yapilabilesi igin,
preparatta kromozom dagilimi iyi olan, fazla biiziilme meydana gelmeyen,
kromozomlarin ayni diizlemde ve ayri1 ayri goriilebilen goriintiilerin fotograflar
cekilmistir. Fotograf cekimleri Zeiss marka mikroskoba entegre Canon EOS 2000

model fotograf makinasi yardimiyla yapilmistir.
3.2.9.2. Kromozom boylarimin él¢iilmesi

Kromozomlarin boylari, mikroskoba entegre Zeiss Axio Vision programi
yardimiyla Slgiilmiistiir.  Olgiim yapilirken sentromer boslugu ve satelit boslugu
almmamistir.  Sadece uzun kol, kisa kol ve satelit boyu Olgiilmiistiir. Toplam boy
hesaplanirken de uzun kol, kisa kol ve satelit boyunun uzunlugu toplanmaistir.

3.2.9.3. Kromozom kollarinin indeksleri ve nispi boylar

Kol indeksleri uzun kolun kisa kola bdliinmesiyle hesaplanir. Bu hesaplama

sayesinde sentromerin yeri tespit edilir ve sentromerin yerine gore kromozomun
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adlandirilmas: yapilir (Levan et al, 1964). Arastrmamizda da bu hesaplama ve
adlandirma yontemi kullamilmigtir.  Bu yOnteme gore belirlenen kol oranlari,

sentromerin yeri ve kromozom sembolleri Cizelge 3.2.9.3.1° de verilmistir.

Cizelge 3.2.9.3.1. Kromozom indekslerine gore sentromerin yeri ve kromozomun
adlandirilmasi

Kol Orani (r) | Sentromerin Yeri | Kromozom Yeri | Kromozom Sembolii
1.0-1.7 Median Bolgeli m Metasentrik
1.7-3.0 Submedian sm Submetasentrik
3.0-7.0 Subterminal st Subterminal
7.0-< Terminal Bolgeli t Akrosentrik

Kromozom boylarmin indeksleri ve nispi boylari, karyotipteki homolog
kromozomlarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Her c¢esitten bes somatik hiicrede
kromozom Ol¢iimii yapilmistir. Her hiicrede iki homolog kromozom oldugundan ayni
ozellikte iki kromozom 6l¢iimii yapilmistir. Boylece bes hiicrede 6l¢iim yapildigindan
ve her hiicrede de iki homolog kromozom oldugundan toplamda on kromozom 6l¢iimii
elde edilmistir. Kromozom boyu, nispi boy, kisa kol, uzun kol boyu ortalamalar1 da on
kromozomun toplam hesabinin on’a bdliinmesiyle elde edilmistir. Bdylece kol
indeksleri ve nispi boylar1 birbirine yakin olan kromozomlar homolog kromozom olarak
adlandirilmistir.  En uzun olan homolog kromozoma da I numaras: verilmistir. Diger

homolog kromozomlar da sirayla numaralandirilmstir.

3.2.9.4. Sentromer indekslerinin hesaplanmasi

Arastirmalar  swrasinda  kromozom  morfolojisinin  belirlenmesine  kadar

gerceklestirilen islemler zincirinde ne kadar dikkatle ve 6zenle ¢alisilsa da hiicredeki

kromozomlarin yapilarinda farkliliklarla karsilagilmaktadir. Bu farkliliklardan dolay1
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dogru bir arastirma yapabilmek ve farki en aza indirebilmek i¢in birbirine en yakin

morfolojik yap1 gosteren kromozomlarla ¢alisiimigtir.

Ayn1 hiicredeki kromozomlarm boylarmi karsilagtirmak amaciyla kromozomlarin

sentromer indeksleri kullanilmistir. Sentromer indeksinin hesaplanmasi su sekildedir:

Kromozomun kisa kol boyu
Sentromer indeksi= x 100
Kromozomun toplam boyu

3.2.9.5. idiogramlarin cizilmesi

Kromozom 6l¢iimleri tamamlandiktan sonra en uzun kromozomdan bagslanarak
sirayla dizilmistir. Idiogramm ¢izilmesi icin kromozom boyu iizerinde yapilan 6lgiimler
Excel programina girilmis, uzun kol asagida ve kisa kol yukarida olacak sekilde biitiin

cesitler i¢in idiogramlar olusturulmustur.

3.2.9.6. Karyogramlarin hazirlanmasi

Karyogramlar, bir bireyin kendi genomu i¢indeki kromozomlarin birbirleri ile
karsilastirilmasinda ve diger bireylerden kromozom yapilar1 bakimindan farklarmin
belirlenmesinde ve aralarindaki iliskinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Karyogram
yapmak i¢in bir hiicrenin ¢ok iyi ¢ekilmis fotograflar1 secilmistir ve Onceden tespit
edilmis homolog kromozomlarin fotograflar1 eslestirilerek yan yana getirilmistir (El¢i

1982). Bu islemler Adobe Photoshop CS2 programi lizerinden yapilmaistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan c¢alismada incelenen her taksonun kromozom Ozellikleri ortaya
konulmustur. Ayrica kromozomlarin metafaz sathasindaki fotograflari, idiogramlar1 ve
karyogramlar1 ile kromozomlarin toplam boylary, nispi boylari, kol indeksleri ve
sentromer durumlar1 verilmistir. Her tiir bahsedilen bu 6zellikler bakimindan tek tek

asagida incelenmistir.

4.1. Feulgen Boyamasi

4.1.1. O. tournefortii Tiiriiniin Kromozom Ozellikleri

Kromozom sayisi: 2n= 14, x="7

Kromozom o6zellikleri: I numarali kromozom satelitlidir. Tim kromozomlarin median
oldugu gozlenmistir. Kromozom boylar1 birbirine yakin uzunluktadir. Tiirlin hiicre

fotografi, karyotipi ve idiogrami Sekil 4.1.1°de verilmistir.

Kromozom I : Median (bolgeli) sentromerli oldugu gézlenmistir. Tiiriin en uzun
kromozomudur. Satellitlidir. Satellit boyu 0,82 pum, toplam uzunluk 2,91 pm’ dir.
Uzun kol boyu 1,21 pm, kisa kol boyu 0,88 um, kol orani1 1,38 um, sentromer indeksi
30,22 pum, nisbi boy 9,24 pm’dir.

Kromozom II : Median sentromerlidir.  III numarali kromozoma yakin
uzunluktadir. Toplam uzunluk 2,56 pm’dir. Uzun kol 1.46 pum, kisa kol 0,97 pum, kol
orani 1,50 um, sentromer indeksi 38,38 um, nisbi boy 8,19 pm’dir.

Kromozom III : Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,40 pm’dir. Uzun kol
1,47 um, kisa kol 1,00 pm, kol oran1 1,44 um, sentromer indeksi 41,41 um, nisbi boy
7,65 pm’dir.
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Sekil 4.1.1. O. tournefortii nin karyotip analizi ve idiogrami a) hiicre fotografi, b)
karyogrami ve ¢) idiogrami
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Kromozom IV: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,17 pm’dir. Uzun kol
1,26 um, kisa kol 0,92 um, kol oran1 1,44 um, sentromer indeksi 41,80 pum, nisbi boy
6,85 um’dir.

Kromozom V: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,08 pm’dir. Uzun kol
1,21 um, kisa kol 0,87 pum, kol orani1 1,40 um, sentromer indeksi 42,40 um, nisbi boy
6,59 um’dir.

Kromozom VI: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 1,94 pm’dir. Uzun kol
1,07 um, kisa kol 0,87 pum, kol orani1 1,27 pum, sentromer indeksi 44,71 pum, nisbi boy
6,14 pm’dir.

Kromozom VII: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 1,67 pm’dir. Uzun kol
0,99 pum, kisa kol 0,67 pm, kol oranm1 1,50 pm, sentromer indeksi 40,33 um, nisbi boy

5,31 pm’dir.

O. tournefortii turliniin karyotip analizi i¢in yapilan Olciimler detayli ve toplu

olarak Cizelge 4.1.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1.1. O.fournefortii’nin karyotipinde kromozom tipleri ve uzunluklari

K. Kromozom kollart Toplam Satelit Kol oran1 | Nispi boy | Sentromerik | Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol Kisa kol (um) (Sembol)
L) (K)
I | 1,21%0,11 | 0,88+£0,08 | 2,91+0,25 | 0,82+0,09 | 1,38+£0,06 | 9,24+0,44 | 30,22+1,66 m
0 | 1,46£0,31 | 0,97+0,09 | 2,56+0,24 - 1,50£0,24 | 8,19+0,32 | 38,38+5,46 m
I | 1,47+0,24 | 1,00£0,19 | 2,40+0,29 - 1,44£0,19 | 7,65£0,29 | 41,41+3,30 m
IV | 1,26£0,05 | 0,92+£0,20 | 2,17+0,20 - 1,44+0,40 | 6,85+0,16 | 41,80+6,17 m
vV | 1,21+0,23 | 0,87+0,06 | 2,08+0,19 - 1,40+£0,34 | 6,59+0,21 | 42,40+5,59 m
VI | 1,07£0,14 | 0,87+0,15 | 1,94+0,23 - 1,27£0,29 | 6,14+0,36 | 44,71+5,04 m
VII | 0,99+0,11 | 0,67+0,05 | 1,67+0,12 - 1,50+0,21 | 5,31+0,29 | 40,33+3,20 m
Haploid kromozom uzunlugu: 15,73 um

Rakamlar. ortalama+standart sapma olarak verilmistir.



29

4.2. Hematoxylin-iron Boyamasi

4.2.1. O. albiflora Tiiriiniin Kromozom Ozellikleri

Kromozom sayisi: 2n= 14, x=7

Kromozom o6zellikleri: I, III, V ve VII numarali kromozomlarin submedian, II, IV ve
VI numarali kromozomlarin ise median oldugu goézlenmistir. Ayrica IV numarali
kromozom satellitlidir. Tiriin hiicre fotografi, karyotipi ve idiogrami Sekil 4.2.1°de

verilmistir.

Kromozom I : Submedian (bdlgeli) sentromerli oldugu gozlenmistir. Tiiriin en
uzun kromozomudur. Toplam uzunluk 4,25 pm’ dir. Uzun kol boyu 2,86 um, kisa kol

boyu 1,39 um, kol oran1 2,09 um, sentromer indeksi 33,08 wm, nisbi boy 9,37 um’dir.

Kromozom II : Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,81 um’dir. Uzun kol
2,38 um, kisa kol 1,44 um, kol oran1 1,67 pum, sentromer indeksi 38,71 pum, nisbi boy
8,00 um’dir.

Kromozom III : Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,45 um’dir. Uzun
kol 2,18 pum, kisa kol 1,27 pum, kol oran1 1,74 pm, sentromer indeksi 37,00 pm, nisbi
boy 7,50 pm’dir.

Kromozom 1IV: Median sentromerli ve satelitlidir. Satellit uzunlugu 0,95 um,
toplam uzunluk 3,34 pm’dir. Uzun kol 1,32 um, kisa kol 1,06 um, kol oran1 1,27 pm,
sentromer indeksi 31,49 um, nisbi boy 7,12 pm’dir.

Kromozom V: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,90 pm’dir. Uzun
kol 2,03 um, kisa kol 1,14 pm, kol oran1 1,80 um, sentromer indeksi 36,83 um, nisbi
boy 6,69 um’dir.
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Sekil 4.2.1. O. albiflora’nin karyotip analizi ve idiogrami a) hiicre fotografi, b)
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Kromozom VI: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,90 um’dir. Uzun kol
1,68 um, kisa kol 1,22 pum, kol orani 1,52 pum, sentromer indeksi 41,17 pum, nisbi boy
5,94 pm’dir.

Kromozom VII: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,66 pm’dir. Uzun
kol 1,67 um, kisa kol 1,00 pm, kol oran1 1,70 um, sentromer indeksi 37,94 um, nisbi

boy 5,36 pm’dir.

O. albiflora tirtiniin karyotip analizleri i¢in yapilan kromozom 6l¢iimleri, oranlar

ve sembolleri detayli olarak Cizelge 4.2.1°de verilmistir.

Cizelge 4.2.1. O.albiflora’nin karyotipinde kromozom tipleri ve uzunluklar

K. Kromozom kollart Toplam Satelit Kol oran1 | Nispi boy | Sentromerik | Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol | Kisa kol (um) (Sembol)
L) (K)
T | 2,86£0,69 | 1,39£0,27 | 4,25+0,86 - 2,09£0,42 | 9,37+0,83 | 33,08+4,12 sm
I | 2,38+0,83 | 1,44+0,32 | 3,81+1,03 - 1,67+0,50 | 8,00+0,36 | 38,71+6,93 m
m | 2,18+0,59 | 1,27+0,33 | 3,45+0,88 - 1,74+0,25 | 7,50+0,25 | 37,00+3,75 sm
IV | 1,32+0,35 | 1,06£0,32 | 3,34+0,80 | 0,95+0,17 | 1,27£021 | 7,12+0,22 | 31,49+2,95 m
V | 2,03£0.70 | 1,14+0,28 | 3,17+0,88 - 1,80£0,56 | 6,69+0,42 | 36,83%6,50 sm
VI | 1,68£0,33 | 1,2240,44 | 2,90+0,70 - 1,52+0,44 | 5,94+027 | 41,17+6,88 m
VII | 1,67+0,45 | 1,00+0,21 | 2,66+0,61 - 1,70+0,44 | 5,36+0,64 | 37,94+6,43 sm
Haploid kromozom uzunlugu: 23,58 um

Rakamlar, ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.2.2. O. hypargyrea Tiiriiniin Kromozom Ozellikleri

Kromozom sayisi : 2n= 14, x=7

Kromozom ozellikleri: I ve II numarali kromozomlar median, diger kromozomlar

submedian sentromerlidir. I numarali kromozom satellitlidir. ~ Tiirlin hiicre fotografi,

karyogrami ve idiogrami Sekil 4.2.2°de verilmistir.
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Kromozom I: Median (bdlgeli) sentromerli oldugu gozlenmistir. Tiiriin en uzun

kromozomudur. Satellitlidir. Satellit boyu 1,33 um, toplam uzunluk 4,60 pm’ dir.
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Uzun kol boyu 1,95 pum, kisa kol boyu 1,30 um, kol oran1 1,54 um, sentromer indeksi
25,67 um, nisbi boy 8,46 um’dir.

Kromozom II: Median sentromerlidir.  III numarali kromozomla yakin
uzunluktadir. Toplam uzunluk 4,49 pm’dir. Uzun kol boyu 2,57 pum, kisa kol boyu
1,92 um, kol orani1 1,47 um, sentromer indeksi 41,59 um, nisbi boy 8,25 pm’dir.

Kromozom III: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 4,35 pm’dir. Uzun
kol boyu 2,80 um, kisa kol boyu 1,55 pum, kol oran1 1,93 um, sentromer indeksi 34,94
um, nisbi boy 7,96 pm’dir.

Kromozom IV: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 4,01 pum’dir. Uzun
kol boyu 2,65 um, kisa kol boyu 1,37 um, kol oran1 1,93 pm, sentromer indeksi 34,41
pum, nisbi boy 7,35 pm’dir.

Kromozom V: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,52 pm’dir. Uzun
kol boyu 2,22 um, kisa kol boyu 1,30 um, kol oran1 1,78 pm, sentromer indeksi 37,35
pum, nisbi boy 6,50 pm’dir.

Kromozom VI: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,40 pum’dir. Uzun
kol boyu 2,14 pum, kisa kol boyu 1,26 pm, kol oran1 1,71 um, sentromer indeksi 36,18
pum, nisbi boy 6,15 pm’dir.

Kromozom VII: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,98 pm’dir. Uzun
kol boyu 1,87 um, kisa kol boyu 1,11 pum, kol orani 1,71 pum, sentromer indeksi 37,30
pum, nisbi boy 5,83 pm’dir.

O. hypargyrea’nin karyotipinde kromozom uzunluklari, satellit uzunlugu, kol

orani, sentromer indeksi ve nisbi boyu Cizelge 4.2.2°de detayl olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2.2. O. hypargyrea nin karyotipinde kromozom tipleri ve uzunluklar

K. Kromozom kollart Toplam Satelit Kol oran1 | Nispi boy | Sentromerik | Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol Kisa kol (um) (Sembol)
) (K)
I | 1,95£0,40 | 1,30+035 | 4,60+0,93 | 1,33+0,31 | 1,54+0,28 | 8,46+0,26 | 25,67+7,44 m
M | 2,5740,59 | 1,92+0,68 | 4,49+0,93 - 1,47+0,46 | 8,25+0,26 | 41,59+7,38 m
m | 2,80+0,53 | 1,55+0,56 | 4,35+0,99 - 1,93+£0,46 | 7,96+0,21 | 34,94+5,90 sm
IV | 2,65£0,69 | 1,37+0,24 | 4,01%0,91 - 1,93£0,26 | 7,35+0,33 | 34,41%3,17 sm
V| 2,2240,65 | 1,30+0,30 | 3,52+0,78 - 1,78+0,48 | 6,50+0,78 | 37,35+7,31 sm
VI | 2,14+0,47 | 1,26£0,47 | 3,40+0,93 - 1,81%0,36 | 6,15+0,33 | 36,18+4,35 sm
VII | 1,87£0,64 | 1,11£0,43 | 2,98£1,04 R 1,71%0,27 | 5,83+0,42 | 37,30+3,74 sm
Haploid kromozom uzunlugu: 27,35um

Rakamlar, ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.2.3. 0. radiata Tiiriiniin Kromozom Ozellikleri

Kromozom sayisi: 2n= 14, x=7

Kromozom ozellikleri: Tiim kromozomlar median sentromerlidir. I numarali
kromozomu satellitlidir. Tiirlin hiicre fotografi, karyogrami ve idiogrami Sekil 4.2.3de
verilmistir.

Kromozom I: Median (bdlgeli) sentromerli oldugu gézlenmistir. Tiriin en uzun
kromozomudur. Satellitlidir. Satellit boyu 1,33 um, toplam uzunluk 4,06 pm’ dir.
Uzun kol boyu 1,56 pum, kisa kol boyu 1,16 um, kol oran1 1,48 um, sentromer indeksi
28,45 um, nisbi boy 9,29 um’dir.
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Kromozom II: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,78 pm’dir. Uzun kol
boyu 2,11 um, kisa kol boyu 1,67 pm, kol oran1 1,30 um, sentromer indeksi 44,05 pum,
nisbi boy 8,64 pm’dir.

Kromozom III: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,46 pm’dir. Uzun kol
boyu 2,05 um, kisa kol boyu 1,41 pm, kol oran1 1,48 um, sentromer indeksi 49,84 pum,
nisbi boy 7,91 pm’dir.

Kromozom IV: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,26 um’dir. Uzun kol
boyu 1,89 um, kisa kol boyu 1,37 pm, kol oran1 1,38 um, sentromer indeksi 45,59 pm,
nisbi boy 7,49 pm’dir.

Kromozom V: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,80 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,59 um, kisa kol boyu 1,21 pm, kol oran1 1,32 um, sentromer indeksi 43,33 pum,
nisbi boy 6,39 pm’dir.

Kromozom VI: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,47 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,42 um, kisa kol boyu 1,05 pm, kol oran1 1,36 um, sentromer indeksi 33,88 pum,
nisbi boy 5,65 pm’dir.

Kromozom VII: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,01 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,10 um, kisa kol boyu 0,91 pm, kol oran1 1,19 um, sentromer indeksi 45,74 pm,
nisbi boy 4,64 um’dir.

O. radiata’nin karyotipinde kromozom uzunluklari, satellit uzunlugu, kol orani,

sentromer indeksi ve nisbi boyu Cizelge 4.2.3’de detayl olarak verilmistir.



37

Cizelge 4.2.3. O. radiata 'nin karyotipinde kromozom tipleri ve uzunluklar1

K. Kromozom kollart Toplam Satelit Kol oran1 | Nispiboy | Sentromerik | Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol Kisa kol (um) (Sembol)
) (K)
I | 1,56£0,41 | 1,16£0,37 | 4,06£0,81 | 1,33£0,29 | 1,48+0,71 | 9,29+0,70 | 28,45%5,56 m
0 | 2,11£0,42 | 1,67£0,42 | 3,78+0,79 - 1,30+0,28 | 8,64+0,68 | 44,05+4,86 m
Il | 2,05£0,56 | 1,41£0,20 | 3,4620,71 - 1,48+0,27 | 7,91£0,28 | 49,84+5,02 m
IV | 1,89+0,50 | 1,370,15 | 3,26%0,58 - 1,38+0,31 | 7,49+0,40 | 45,59+5,39 m
V | 1,59£0,36 | 1,21£0,29 | 2,80+0,66 - 1,32+0,10 | 6,39+0,31 | 43,33+1,84 m
VI | 1,42£031 | 1,05+0,18 | 2,47+0,49 - 1,36£0,11 | 5,650,30 | 33,88+1,88 m
VII | 1,10£0,30 | 0,91+0,17 | 2,01+0,46 - 1,19£0,15 | 4,64+0,81 | 45,74+2,84 m

Haploid kromozom uzunlugu: 21,84 um

Rakamlar, ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.2.4. 0. meschetica Tiiriiniin Kromozom Ozellikleri

Kromozom sayisi : 2n= 14, x=7

Kromozom o6zellikleri : II numarali kromozom submedian, diger kromozomlar median
sentromerlidir.  Tiriin hiicre fotografi, karyogrami ve idiogrami Sekil 4.2.4°de
verilmistir.

Kromozom I: Median (bdlgeli) sentromerli oldugu gézlenmistir. Tiriin en uzun
kromozomudur. Toplam uzunluk 4,06 pm’ dir. Uzun kol boyu 2,49 um, kisa kol boyu
1,55 pum, kol orani1 1,59 um, sentromer indeksi 61,32 um, nisbi boy 8,80 pm’dir.

Kromozom II: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,69 um’dir. Uzun
kol boyu 2,30 um, kisa kol boyu 1,39 um, kol oran1 1,70 um, sentromer indeksi 62,47
pum, nisbi boy 8,09 pm’dir.
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Sekil 4.2.4. O. meschetica’nin karyotip analizi ve idiogrami a) hiicre fotografi, b)

karyogrami ve ¢) idiogrami1
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Kromozom III: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,35 pm’dir. Uzun kol
boyu 2,09 um, kisa kol boyu 1,26 pm, kol oran1 1,64 um, sentromer indeksi 62,14 pm,
nisbi boy 7,35 pm’dir.

Kromozom IV: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,14 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,90 um, kisa kol boyu 1,24 pm, kol oran1 1,59 um, sentromer indeksi 60,70 pm,
nisbi boy 6,90 pm’dir.

Kromozom V: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,04 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,73 um, kisa kol boyu 1,31 pm, kol oran1 1,34 um, sentromer indeksi 57,18 pum,
nisbi boy 6,70 pm’dir.

Kromozom VI: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,89 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,73 um, kisa kol boyu 1,17 pm, kol oran1 1,52 um, sentromer indeksi 59,81 pum,
nisbi boy 6,35 pm’dir.

Kromozom VII: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,59 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,42 um, kisa kol boyu 1,17 pm, kol oran1 1,20 um, sentromer indeksi 54,59 pum,
nisbi boy 5,70 pm’dir.

O. meschetica’nin karyotipinde kromozom uzunluklari, satellit uzunlugu, kol

orani, sentromer indeksi ve nisbi boyu Cizelge 4.2.4’de detayl olarak verilmistir
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Cizelge 4.2.4. O. meschetica 'nin karyotipinde kromozom tipleri ve uzunluklar1

K. Kromozom kollart Toplam Satelit | Kol oran1 | Nispi boy | Sentromerik Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol Kisa kol (um) (Sembol)
) (K)
I | 2494041 | 1,55£0,14 | 4,06+0,53 - 1,59+0,18 | 8,80£0,43 | 61,32+2,75 m
M | 2,30£0,21 | 1,39+0,29 | 3,69+0,42 - 1,70£0,34 | 8,09+0,22 | 62,47+4.45 sm
I | 2,09¢0,34 | 1,26£0,13 | 3,35+0,47 - 1,64+0,11 | 7,35+0,30 | 62,14+1,58 m
IV | 1,90£0,22 | 1,24+0,27 | 3,14+0,29 - 1,59+0,40 | 6,90+0,17 | 60,70+6,34 m
VvV | 1,73%0,12 | 1,31+0,20 | 3,04+0,28 - 1,34+0,17 | 6,70+0,15 | 57,18+3,35 m
VI | 1,73£0,12 | 1,17£0,23 | 2,89+0,26 - 1,52£0,29 | 6,35+0,14 | 59,81+5,05 m
VII | 1,42+0,19 | 1,17£0,12 | 2,59+0,29 - 1,20+0,10 | 5,70+0,17 | 54,59+2,14 m
Haploid kromozom uzunlugu: 22,76 um

Rakamlar, ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.

4.2.5. 0. galegifolia Tiiriiniin Kromozom Ozellikleri

Kromozom sayisi: 2n= 14, x=7

Kromozom o6zellikleri: II ve IV numarali kromozomlar submedian, diger kromozomlar
median sentromerlidir. 1 numarali kromozom satellitlidir. Tiirlin hiicre fotografi,

karyogrami ve idiogrami Sekil 4.2.5°de verilmistir.

Kromozom I: Median (bdlgeli) sentromerli oldugu gézlenmistir. Tiriin en uzun
kromozomudur. Satellitlidir. Satellit uzunlugu 1,19 pm, toplam uzunluk 3,80 pum’ dir.
Uzun kol boyu 1,58 pum, kisa kol boyu 1,03 um, kol oran1 1,60 um, sentromer indeksi
26,95 um, nisbi boy 9,34 um’dir.

Kromozom II: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,54 um’dir. Uzun
kol boyu 2,23 um, kisa kol boyu 1,30 um, kol oran1 1,74 pm, sentromer indeksi 36,91
pum, nisbi boy 8,72 pm’dir.
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Kromozom III: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 3,33 um’dir. Uzun kol
boyu 2,03 um, kisa kol boyu 1,30 pm, kol oran1 1,60 um, sentromer indeksi 39,16 pm,
nisbi boy 8,22 um’dir.
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Sekil 4.2.5. O. galegifolia nin karyotip analizi ve idiogrami a) hiicre fotografi, b)
karyogrami ve ¢) idiogrami
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Kromozom IV: Submedian sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,97 pm’dir. Uzun
kol boyu 1,68 um, kisa kol boyu 1,09 um, kol oran1 1,77 pm, sentromer indeksi 36,73
pum, nisbi boy 7,41 pm’dir.

Kromozom V: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,60 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,49 um, kisa kol boyu 1,11 pm, kol oran1 1,38 um, sentromer indeksi 42,70 pm,
nisbi boy 6,47 pm’dir.

Kromozom VI: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 2,19 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,22 um, kisa kol boyu 0,97 pm, kol oran1 1,26 um, sentromer indeksi 44,71 pm,
nisbi boy 5,41 pm’dir.

Kromozom VII: Median sentromerlidir. Toplam uzunluk 1,80 pm’dir. Uzun kol
boyu 1,02 um, kisa kol boyu 0,78 pm, kol oran1 1,33 pum, sentromer indeksi 43,20 pum,

nisbi boy 4,42 pm’dir.

O. galegifolia’nm karyotipinde kromozom uzunluklari, satellit uzunlugu, kol

orani, sentromer indeksi ve nisbi boyu Cizelge 4.2.5°de detayli olarak verilmistir.

Cizelge 4.2.5. O. galegifolia 'nin karyotipinde kromozom tipleri ve uzunluklari

K. Kromozom kollart Satelit Kol oran1 | Nispi boy | Sentromerik Sentromer
No (um) Toplam (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol Kisa kol uzunluk (Sembol)
L) (K) (nm)
I | 1,58+0,32 | 1,03+0,27 | 3,80+0,73 | 1,19+0,24 | 1,60+0,41 | 9,34+0,63 | 26,95+3,36 m
0 | 2,23+0,42 | 1,30+0,21 | 3,54+0,62 - 1,74+0,16 | 8,72£0,47 | 36,91+1,78 sm
I | 2,03+0,37 | 1,30+£0,26 | 3,33+0,52 - 1,60+0,37 | 8,22+0,39 | 39,16+5,55 m
IV | 1,68+0,42 | 1,09+0,18 | 2,97+0,19 - 1,77£0,41 | 7,41£0,57 | 36,73+5,64 sm
V | 1,49£0,24 | 1,11%0,15 | 2,60+0,31 - 1,38£0,29 | 6,47+0,75 | 42,70+4 81 m
VI | 1,22£0,28 | 0,97+0,10 | 2,19+0,38 - 1,26+0,18 | 5,41+0,57 | 44,71+3,41 m
VII | 1,02£0,20 | 0,78+0,16 | 1,80+0,34 - 1,33+0,17 | 4,42¢031 | 43,20+3,25 m
Haploid kromozom uzunlugu: 20,33 um

Rakamlar, ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada Onobrychis cinsi Hymenobrychis seksiyonuna dahil 6 yabani
korunga tiirii (O. tournefortii, O. albiflora, O, hypergyrea, O. radiata, O. meschetica ve
O. galegifolia) lizerinde karyolojik ¢alismalar yapilmis ve her birey kendi genomu

icerisinde karsilastirilmistir.

Calismada farkli ilk islem yontemleri denenmistir. Ozellikle eriyen buz yontemi
ile yapilan caligmalarda siklikla kromozomlarmn kontrakte oldugu (kiigtildiigii)
gozlenmistir. Akgelik vd. (2012) de benzer sekilde eriyen buz yonteminin kromozom
boylarini kiigiilttiiglinii bildirmistir. Diger taraftan, ilk islem i¢in arastirmacilar kolkisin,
8-hidroksikinolin, o—monobromonaftalin ve paradiklorobenzen gibi ¢dozeltileri
kullanmiglardir (Elena, 2006; Hejazi et al. 2010; Ghanavati et al, 2011; Akgelik vd.
2012; Arslan vd. 2012). Kolkisin’in kromozomlar1 iyi ayirdigini, ancak fazla
biiziildiigiini. bu nedenle bazi yapilarin kaybolabilecegini, 8-hidroksikinolinin ise
kromozomlarda hag isareti sekillerini artirdigindan sentromer yerinin tespitinin
zorlagtig1 belirtilmigir. Bunun yaninda paradiklorobenzenin kromozomlarin ¢ok iyi bir
sekilde dagilmasmi sagladigini, Ozellikle sekonder yapilar1 daha iyi belirledigi
bildirilmektedirler. Calismamizda ilk islem c¢ozeltisi olarak o—monobromonattalin
kullanilmis ve cok basarili sonuglar alinmistir. o-monobromonaftalin’de bekletme
siiresi uygulanan boyama yOntemine gore degisiklik gostermistir. Q. ftournefortii
tirlinde feulgen boyama metodu kullanildig1 i¢cin kdk uglart a—monobromonaftalin
cozeltisi igerisinde 3 saat siire ile bekletilmis, diger tiirlerde ise Hematoxylin-iron
boyama yOntemi uygulanmis ve kok wuglar1 4 saat sire ile +4 °C’de o—
monobromonaftalin  ¢ozeltisinde  bekletilmistir. Bircok  arastirici, o—
monobromonaftalinin iyi bir 6n muamele ¢ozeltisi oldugunu ve bir¢cok baklagil
bitkisinde iyi sonuglar verdigini ifade etmistir (Elena, 2006; Oztiirk vd. 2008; Y1lmaz,
2009; Hejazi et al. 2010; Akgelik vd. 2012; Arslan vd. 2012).
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Tespit isleminde amag, materyali canli durumuna en yakin halde 6ldiirmek ve
aseptik sartlarda muhafaza etmek oldugundan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu asamada
farkli arastiricilar, asetik asit ¢ozeltisi (Akgelik, 2012); % 10 formaldehit + % 1 kromik
asit (1:1) ¢ozeltisi (Hejazi et al. 2010; Ghanavati et al., 2011), absolii alkol + kloroform
+ glasial asetik asit ¢Ozeltisi (6:3:2) (Newton, 1985; Massoud et al. 2010; Ranjbar,
2010), absolii alkol + glasial asetik asit (3:1) (Nwankiti, 1985; Davina and Fernandez,
1989; Unal vd., 1995; Oztiirk vd. 2008; Sepet vd. 2011; Arslan vd., 2012) gibi
cozeltileri yaygin olarak kullanmiglardir. Bununla birlikte, bu ¢calismada O. tournefortii
tiirl icin tespit islemi en 1y1 sekilde glasial asetik asit ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 3
saatte yapilmistir. Diger tiirlerde ise Hematoxylin-iron boyama yontemi uygulanmis ve
en 1yi tespit islemi Hejazi (2010)’nin bildirdigi gibi %10 formaldehit + %1 kromik asit

(1:1) ¢ozeltisinde oda sicakliginda 16 saat siire ile gerceklestirilmistir.

Hidroliz dokularin hiicrelerini birbirinden ayirip onlarm daha iyi gdzlenmesi
bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Aboul-El-Enain (2002), Elena (2006), Zarifi vd.
(2009), Hejazi et al. (2010), Ghanavati et al. (2012), arastirmalarinda analiz edilen
materyal i¢in hidroliz siiresinin ¢ok 6nemli oldugunu belirtmiglerdir. Calismamizda,
hidroliz stiresi uzun oldugu takdirde kromozomlarda herhangi bir boyanmanin miimkiin
olmadigi, kisa hidroliz siirelerinde ise segici bir boyama saglanamadigi gozlenmistir.
Kalin dokulardan iyi preparatlarin yapilabilmesi icin, en 6nemli nokta mikroskop
alaninda diizgiin dagilimi1 ve birbirinden ayrismis hiicreleri gorecek kadar elverisli bir
hidroliz islemi uygulamaktir. Bu yiizden hidrolizde kullanilan ¢6zeltiye gore, kokiin
cozeltide kalma siiresi, sicaklik derecesi ve c¢ozeltinin konsantrasyonu onemlidir.
Yapilan calismada kromozomlarm optimum boyay1 alabilmesi i¢in materyale gore farkl
hidroliz siireleri belirlenmistir.  Boyama yontemine gore hidroliz ¢ozeltileri de
degismektedir. O. tournefortii tiiriinde feulgen boyama metodu kullanildigi i¢in
hidroliz islemi 1N HCI ¢ozeltisi igerisinde yapilmistir. Kokler HCI icerisinde 60 °C’de
7-13 dakika arasinda bekletilmis ve en iyi boyama 7 dakikada elde edilmistir. Diger
tiirlerde ise Hematoxylin-iron boyama metodu uygulanmis ve hidrolizde 1IN NaOH
cozeltisi kullanilmigtir. Hidroliz stiresi ise tiirlere gore 7-10 dakika arasinda degismistir.
O. albiflora, O. hypargyrea ve O. meschetica tiirlerinde 10 dakika hidroliz siiresi en 1yi
boyamay1 verirken, O. radiata ve O. galegifolia tiirlerinde 7 dakika en 1yi sekilde
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hiicrelerin ve kromozomlarin boyanmasmi saglamistir. Akcelik vd. (2012),
calismamiza benzer sekilde tiirler arasinda hidroliz siirelerinin ve boya etkinliginin
farkli oldugunu ifade etmistir. Zarifi vd. (2009), Hejazi et al. (2010), Ghanavati et al.
(2012), kok uglarin1 1 N NaOH c¢ozeltisi icerisinde farkl siirelerde hidroliz yapmislar ve
Hematoxylin-iron ile kromozomlarda basarili bir boyama elde etmislerdir. Aboul-el-
anain (2002), Elena (2006), calismasinda feulgen boyama metodunu kullanmis ve

hidroliz islemini 1N HCl ile farkli siirelerde uygulamiglardir.

Calismada kullanilan korunga tiirleri sert tohum 6zelligi gostermektedir. Akcelik
vd. (2012) ve Sepet vd. (2011)’nin bildirdigi sekilde bu tiirlerin tohumlarinin suyu kolay
bir sekilde alabilmeleri i¢in mekanik asindirma (jilet veya zimpara ile ¢izme) yapilmis

ve petri kaplar1 icerisinde ¢imlendirilmistir.

Karyolojik c¢aligmalar kromozomlarin morfolojileri, boylar1 ve sayilarini
belirlemede temel bilgiler saglamaktadir (Tan et al., 2004). Giliniimiizde kromozom
calismalarinin ¢ok degisik amaglarla kullanilmalarinin yani sira taksonomik amaclarla
da kullamildig1 bilinmektedir. Stebbins, (1970), kromozom sayis1 ve morfolojisinin
anlagilabilmesi i¢in karyotip analizlerinin yapilmasi gerektigini ve bir karyotipin bes
farkli karakterin kiyaslanmasmin dogru oldugunu bildirmektedir. Bu karakterler
kromozomlarm biyiikliiglinde, sentromerin pozisyonunda, kromozomlarin nispi
biiylikliigiinde, temel kromozom sayisinda, satellitlerin sayis1 ve pozisyonundaki
farklhiliklardir.  Karyotip analizleri i¢in kromozomlar1 mitotik metafaz sathasinda
bulunan, iy1 bir seklide dagilmis, fazla biiziilmemis, bir diizlem iizerinde bulunan ve
morfolojileri belirgin olan en 1iy1 hiicreler belirlenmistir. Bircok arastirmaci genel
olarak kromozom analizlerinde Oncelikle uzun kol, kisa kol ve wvarsa satellit
uzunluklarini belirlemekte ve daha sonra, toplam kromozom boylarmi tespit etmektedir
(Elena, 2006; Hejazi et al. 2010; Ghanavati et al., 2011; Akgelik vd., 2012; Arslan vd.,
2012) Kromozom analizlerinde ikinci bir Onem tasiyan kol oranlarinin
hesaplanmasinda, kisa kol / uzun kol orami kullanilabildigi gibi (Nwankiti, 1985;
Limaye and Patil, 1989; Unal, 1990), calismamiza benzer sekilde uzun kol/kisa kol
oran1 da kullanilmaktadir (Levan et al., 1964). Karyogram yapilirken Lavania and

Sharma (1980)’nin yaptig1 gibi kromozomlar biyiikten kiiciige dogru dizilmis ve
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idiogramlar karyogramlara uygun sekilde hazirlanmistir. Bununla birlikte,
idiogramlarda sadece homolog kromozomlardan bir tanesi gosterilmistir (Gu et al.,

1984).
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirma sonuclarma gore tiim tiirlerde temel kromozom sayis1 x=7 ve somatik
kromozom sayis1 2n=14 olarak bulunmustur. Bu cins iizerinde yapilan bir¢ok ¢aligmada
temel kromozom sayisinin x=7 veya x=8 olabilecegi ifade edilmistir (Abou-El-enain,
2002; Hejazi et al., 2010; Massoud et al. 2010; Ghanavati et al., 2011; Sepet vd., 2011;
Akcelik vd., 2012). Calismamizda incelenen tiim tiirlerde de temel kromozom sayisina
uyumlu olarak x=7 bulunmustur. Caligilan tiirlerin tiim komozomlar1 median ya da
submedian sentromerli c¢ikmasi cinsin karyotip Ozelliginin simetrik oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda iki cesit boyama metodu kullanilmistir. ilk olarak Feulgen boyama
metodu kullanilmis ve O. tournefortii tiiriinde istenen sonuglar elde edilmistir. Daha
sonra diger tiirler iizerinde de Feulgen boyamasi yapilmis fakat istenen diizeyde
goriintiiler elde edilemediginden Hematoxylin-iron boyama metodu uygulanmistir.
Hematoxylin-iron boyamasiyla kromozom netliginin daha iyi ve kromozom boylarinin
gercek boylarina yaki uzunlukta oldugu tespit edilmistir. Sadece Hematoxylin-iron
boyama metodu kullanilan tiirlerde (O. albiflora, O. hypargyrea, O. meschetica)
boyama yontemi iyi ¢alistigindan dolayr Feulgen boyama metodu kullanilmamistir.

Boyama metodarmin kullanildig tiirler Cizelge 6.1° de verilmistir.
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Cizelge 6.1. Uygulanan boyama metodlarmin sonuglar1

Tiirler Feulgen Boyamasi Hematoxylin-iron Boyamasi
Kotii Orta Iyi Kotii Orta Iyi
O. tournefortii v
0. galegifolia v
O. radiata v
O. albiflora
O. hypargyrea
O. meschetica

ANIANERNENAN

O. tournefortii tiirlinde yapilan karyolojik caligmalar sonucu ploidi seviyesi
diploid (2n=14, x=7) ve tiim kromozomlar median sentromerlidir. Bununla birlikte, I
numarali kromozom satelitlidir. Akgelik vd. (2012) ve Arslan vd. (2012)’nin yaptig1
calismalarda benzer sekilde kromozom sayist 2n=14 olarak bulunmus, fakat
kromozomlar median’dan submedian’a kadar degismistir. Ayrica, bu arastiricilar

satelite rastlamamislardir.

O. albiflora tirii lilkemize 6zgli nadir endemik tiirler arasindadir ve ¢ok lokal bir
alanda yayilis gosterir. Bu calisma ile ilk kez tiiriin karyolojik 6zellikleri belirlenmistir.
Kromozom sayis1 2n=14 ve ploidi seviyesi diploid olarak bulunmustur. Kromozomlar,
median’dan submedian’a kadar degigmistir ve IV numarali kromozomu iizerinde satelit

gozlenmistir.

O. hypargyrea tiriinlin kromozom sayis1 2n= 14 ve ploidi seviyesi diploid olarak
belirlenmistir.  Kromozomlar sentromerlerine goére median’dan submediana kadar
degismistir ve I numarali kromozom satelitlidir. Akgelik vd. (2012) ve Sepet vd.
(2011)’nin yaptig1 c¢alismalarda tiirin kromozom sayisi, satelit ve kromozomlarin

sentromer durumu benzer bulunmustur.

O. radiata tiriniin kromozom sayist 2n=14 ve ploidi seviyesi diploid olarak

gozlenmistir. Bununla birlikte, I numarali kromozom {izerinde satelite rastlanmistir.
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Hejazi et al. (2010)’nin yaptig1 ¢alismaya gore tiiriin Iran populasyonlarinda kromozom
sayist 2n=14 olarak belirlenmis ve satelit gézlenmemistir. Ayrica, kromozomlarin

sentromer durumu her iki calismada da median’dan submedian’a kadar degismistir.

O. meschetica tiri korunga tiirleri arasinda iilkemizde yeni kayitlardan bir
tanesidir (Aktoklu, 2001) ve tizerinde herhangi bir karyolojik ¢aligmaya
rastlanmamistir. Arastirma sonucunda kromozom sayis1t 2n=14 olarak tespit edilmis ve
satelit gozlenmemistir. Kromozomlar sentromer durumuna gore median’dan

submedian’a kadar degisim gdstermistir.

O. galegifolia tiiriinde yapilan karyoloik caligmalar sonucu kromozom sayisi
2n=14 ve I numarali kromozomda satelit gézlenmistir. Bununla birlikte, kromozomlar
median’dan submedian’a kadar degismistir. Arslan vd. (2012)’nin yaptig1 ¢alismada
kromozom sayis1 2n=16 olarak belirlenmis ve satelit gozlenmemistir.  Ayrica
kromozomlar sentromer bdlgelerine goére median, submedian ve terminal olarak

degismistir.

Sonug olarak, Onobrychis cinsi Hymenobrychis seksiyonunda 2’si endemik olmak
iizere 6 korunga tiirli iizerinde karyolojik incelemeler yapilmistir. Tiirlerin tamaminda
kromozom sayilar1 2n=14 ve temel kromozom sayis1 x=7 olarak belirlenmistir.
Incelenen tiim tiirler ploidi seviyesi olarak diploiddir. Bazi tiirlerde satelit
gozlenmezken, bazi tiirlerde I ve IV numarali kromozomlar iizerinde satelit
gozlenmistir. Kromozomlar sentromer bdlgelerine gore median’dan submedian’a kadar
degismistir. Kromozom morfolojilerine gore yapilan karsilastirmalarda ayni tiiriin
farkli bolgelerden elde edilen populasyonlarinda benzerlikler oldugu gibi farkliliklarda
bulunmustur. Ozellikle satelit durumu, yeri ve sentromerin durumuna gére kromozom

sembolleri arasinda farkliliklar tespit edilmistir.

Materyal olarak kullandigimiz yabani korunga tiirleri genis genetik tabana sahip
olduklar1 i¢in iizerinde caligmalar yapilmasi gereken degerli birer gen kaynagidirlar.
Islah ¢alismalariin ilk asamasinda melezlemede kullanilacak yabani korunga tiirlerinin

karyotipleri ve morfolojileri ile ilgili bilgilere ihtiya¢c duyulacaktir. Bu ¢alismada elde
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edilen sonugclar, tiirlerin kendi aralarinda melezlenebilme olasiligmni ve bu olasiligi
artrmaya yonelik calismalarin belirlenmesinde 6nemli bilgiler saglayacaktir. Bundan
sonra yapilacak calismalarda daha yeni ve farkli boyama yontemleri kullanarak bu

tiirlerin kromozom morfolojileri daha detayli olarak degerlendirilebilir.
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