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OZET

Aycicegi iilkemizin en 6nemli yag bitkisidir. Yazlik ekilmesi ve iilkemizde
genelde kuru tarim yapilmasi nedeniyle, baz1 yillarda yasanan kuraklik vb. abiyotik stres
kosullarmin yaninda orobans, mildiy6 vb. biyotik streslerden de fazlaca etkilenmektedir.
Bu nedenler ve son yillarda artan kiiresel 1sinma nedeniyle de, yeni gelistirilecek aycicegi
hibritlerinin bu stres kosullarina dayanikli olmasi1 mutlak gereklidir. Bunun yaninda,
hibrit 1slahinda yiiksek heterosis elde etmek i¢in ebeveynlerin birbirine genetik
uzakliklarini bilmek son derece yiiksek 6nem arz etmektedir. Aygicegi (Helianthus spp)
cinsinin anavatani Amerika olup, 37 c¢ok yillik ve 14 tek yillik tiirden olugmaktadir.
Yabani aygicegi (Helianthus spp) tiirleri biyotik ve abiyotik stres kosullarina dayanikli
bir¢ok gen kaynagina sahip olup, bu dayaniklilik genlerinin kiiltiirii yapilan aycicegine
aktarilmasinda siirekli bir dayaniklilik saglanmasi i¢in biiylik 6nem arz etmektedir. Bu
hedefler dogrultusunda ¢alismanin amaci, iilkemiz kosullarinda durumlarini belirlemek
i¢in yurt disindan getirilen 13 tiire ait tek yillik 70 yabani ay¢igegi (Helianthus spp.) elde
edilmis tiiriiniin ¢ekirdek DNA iceriklerini flow sitometri ile belirleyerek, aksesyonlarin
ploidi diizeylerini ortaya ¢ikarmaktir. Calismada genetik materyal olarak 6zellikle, basta
orobang olmak iizere, kurakliga dayaniklilik ve aygiceginde bir¢ok hastalia dayanikli
genlere sahip tek yillik yabani aygigegi tiirleri se¢ilmistir. Bu genetik materyallerde, daha

sonra basta yiiksek heterosis eldesi i¢in ebeveynlerin se¢imi olmak {izere, ay¢iceginde



yabanilerle yapilacak diger calismalara temel olmasi amaciyla, Flow Sitometri

yontemiyle bu yabani tiirlerin DNA igerikleri 6l¢iilerek ploidi diizeyleri belirlenmistir.

Arastirma verilerine gore; ¢ekirdek DNA igerikleri arasinda degisimlerin aygigegi
tiirlerinin istatistiki olarak 6nemli oldugu saptanmistir. Caligmada elde edilen sonuglara
gore, kullanilan aygigegi tiirlerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 6,2 pg/2C (H.
neglectus ) ile 23,6 pg/2C (H. agrestis) arasinda degismektedir. Yapilan sitolojik
incelemelerde kromozomlar1 sayilan iki tiriin de 2n=2X=34 ile diploid olduklar1
goriilmiistiir. Calismada, dogru ve giivenilir bir yontemle, diinyada ilk defa yabani
aycicegi tiirlerin DNA igerikleri belirlenmistir. Sonug olarak, uygun olan yontem florasan
boya, standart ve drnek hazirlama teknigi kullanmak suretiyle, flow sitometri ile yapilmis
cekirdek DNA analizi sonucu elde edilmis ¢ekirdek DNA bilgisi cinsin igerisinde yer alan
tiirlerin taksonomik teshisi, smiflandirilmasi, ploidi analizi, genom yapi, iliski ve
evrimlerinin incelenmesi, 1slah programlar1 ve tiirler arast melezlerde hibritlerin
teshisinde ve incelenmesinde yararli olacagi saptanmistir. Bunun yaninda flow sitometri
analizinin 1slah ve taksonomik calismalarda morfolojik gozlemlerde tespit edilmesi
miimkiin olmayan tiir karisikliklarmin belirlenmesinde ve heterojen yapida olanlarin

tespitinde kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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DETERMINATION DNA CONTENT OF SOME WILD SUNFLOWER SPECIES
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ABSTRACT

Sunflower is the most important oil crop in Turkey. Because of being spring crop and dry
cultivation, it is affected much by biotic stresses such as broomrape, mildew etc. as well
as abiotic stress conditions such as drought in some years. Therefore, for these reasons
and the increasing global warming recently, the new sunflower hybrids have to resistant
to these stress conditions. In addition, it is extremely important to know the genetic
distance of parents to obtain high heterosis in hybrid breeding. Sunflower genus
(Helianthus spp) is originated to America, consists of 37 perennials and 14 annual species.
Wild sunflower (Helianthus spp) species have many gene sources that are resistant to
biotic and abiotic stress conditions, and these resistance genes are of great importance for
providing continuous resistance to the cultivated sunflower. Based on these targets, the
aim of the study is to determine the ploidy levels of accessories utilizing flow cytometry
by measuring the core DNA contents of 70 wild sunflowers (Helianthus spp.) obtained
from 13 annual species brought from abroad. In this study, annual wild sunflower species
which have resistance to many diseases, broomrape and drought were selected as genetic
material. In order to be the basis of other studies with wild animals in sunflower,
especially the selection of parents for obtaining high heterosis in used genetic materials,

ploidi levels of these wild species were determined by Flow Cytometry method.

According to study data; the changes among the core DNA contents of sunflower species

were found to be statistically significant. Based on the results obtained in the study, the
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average 2C core DNA contents of sunflower species ranged from 6.2 pg /2C (H.
neglectus) to 23.6 pg /2C (H. agrestis). Cytological examinations revealed that these two
species were diploid chromosomes with 2n = 2X = 34. The DNA contents of wild
sunflowers were determined for the first time in the world by an accurate and reliable
method in the study. Consequently, for taxonomic identification, classification, ploid
analysis, genome structure, relationship and evolution of the species within the genus,
nucleic DNA analysis obtained by flow cytometry using fluorescent dye, standard and
sample preparation techniques could be useful for breeding programs and also examining
and diagnosing of interspecific hybrids. Besides, it has been demonstrated that flow
cytometry analysis could be used in breeding and taxonomic studies to identify mixed
wild species that cannot be detected in morphological observations and to identify

heterogeneous ones among them.
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ONSOZ

Aygigegi (Helianthus annuus L.), diinyada ve tilkemizdeki en 6nemli bitkisel yag
kaynaklarindan birisidir. Yabani ay¢icegi tiirleri hem orobansg, hem de bir¢ok hastalik ve
abiyotik stres kosullarma dayaniklilik bakimindan ¢ok fazla gen kaynagini biinyesinde
barindirmaktadir. Yeni ¢esit gelistirme calismalarinda basariya ulasabilmek i¢in; 1slah
caligmasi yapilacak tiir veya gen kaynaklar1 hakkinda yeterli biyolojik, taksonomik,
genetik ve agronomik bilgi birikimine sahip olmak gerekmektedir.

Islah programi baslatilmadan 6nce uygun stratejilerin belirlenebilmesinde; tiiriin
genom yapisi, cins igerisindeki diger tiirler ile olan iligkileriyle gecirdikleri evrimin
anlasilmasi, taksonomik siniflandirmasi ve ploidi diizeyi 6nemli rol oynamaktadir.
Hassas ve giivenilir bir yontemle elde edilmis ¢ekirdek DNA icerigi bilgisi, gereksinim
duyulan bu konulara 1s1k tutabilir. Ciinkii ¢ekirdek DNA igerigi, ayni tiiriin farkli bireyleri
arasinda degismeden sabit kaldigi gibi bir bitkinin kendi hiicreleri arasinda da
degismeden sabit kalmaktadir. Bu nedenle de c¢ekirdek DNA igerigi, tlirlere 6zel
olmaktadir. Tiirler arasinda ise, ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan farkliliklar
gozlenmektedir. Bu tez projesinde; tek yillik Helianthus yabani aygicegi tiiriinde ¢ekirdek
DNA igerikleri flow sitometri ile ilk defa belirlenerek, aksesyonlarin ploidi diizeyleri
saptanmig ve populasyonlar icerisindeki karisikliklar1 ortaya g¢ikarmak amaciyla bu
mevcut yabani tiirler arasinda flow sitometri analizi yapilarak ¢ekirdek DNA igerikleri

belirlenmis ve ploidi diizeyleri saptanmaistir.

Bu yiiksek lisans tezinin gerceklesmesinde, her tiirlii desteklerini esirgemeyen
basta akademik damismanim ve diinyadaki sayili aygicegi uzmanlarindan Trakya
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliim Baskani Prof.
Dr. Yalgin Kaya’ya, bir yil boyunca beraber ¢alistigim, sabir ile benden desteklerini
esirgemeyen, bilimsel katkilarin1 miir boyu unutamayacagim Namik Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi, Cayir ve Mera Anabilim dali Bagkani Prof. Dr. Metin Tuna’ya, ayrica
caligmalarimda bana yardimlarmi esirgemeyen Elbi Cansu Yilmaz’a ve Giilru Yiicel’e ve
Tez galismama destek veren Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine

tesekkiir ederim.
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BOLUM 1

GIRIiS

Aygicegi (Helianthus annuus L.), Papatyagiller familyasina ait, 2n=34
kromozomlu, gen merkezi Kuzey Amerika olan énemli bir endiistri bitkisidir. Ulkemizde
ve diinyada genelde bitkisel yag elde etmek amaciyla iiretilmektedir. Tiirkiye ayg¢igcegi
tiretiminde diinyada 8. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1) (Kaya,2015).

Aycicegi taneleri yiiksek oranda ve kaliteli yag igermektedir. Ulkemizde
geleneksel bir yag bitkisi olup ilk akla gelen yagh tohumdur. Yagh tohumlar bitkiler
arasinda ekim alan1 ve iiretim miktar1 bakimindan aygicegi birinci sirada yer almaktadir.
Yiiksek oranda yag miktar1 igermesi (% 40-50) nedeni ile bitkisel ham yag iiretimi
bakimindan olduk¢a 6nemli olup, bitkisel yag iiretimimizin % 46’hk bir bolimiini
karsilamaktadir. Aycicegi yaginin, doymamis yag asitleri orani (% 69) yiiksek oldugu
icin beslenme degeri yiiksektir. % 40-45 oraninda elde edilen kiispesi % 30-40 oraninda
protein icerdiginden, hayvan beslenmesinde degerli bir yem olarak kullanilmaktadir.

Ayrica aygigegi yagi, sabun ve boya sanayisinde de degerlendirilmekte, saplar1 da

yakacak olarak kullanilmaktadir (Kaya, Y., Jocic, S., Miladinovic, D., 2012).

Aygicegi ¢ekirdegi potasyum ve vitamin E bakimindan ve linoleik asit agisindan
da oldukca zengin olup, bu nedenle kandaki kolesterol seviyesinin diismesinde yardimci
olmaktadir. Ulkemizde yetistirilen aycicegi cesitleri, linoleik tip hibrit aycicegi cesitleri
olup, ancak tiiketici bilincinin yiiksek oldugu, diinya bitkisel yag pazarma hakim olan
iilkelerde, oleik tip bitkisel yaglara olan talep giderek arttigindan, oleik tip ¢esitlerin pay1
da giderek artmaktadir (Kaya, 2016).



Cizelge 1.2° de goriildiigii gibi, iilkemizdeki aygicegi tiretimi yillara gore
degismekle beraber, yaklasik olarak 530-650 bin ha alanda yaglik aycicegi ekimi
yapilmaktadir. Aygigegi iretimin % 10’ luk bir kismini ise, ¢erezlik aygicegi
olusturmaktadir. Son yillarda gerek aycicegi ekim alanlarinda, gerekse aygicegi
tiretiminde lilkemizde rekorlar kirmis olup (Cizelge 1.3), en fazla ekim alanlar1 Trakya
bolgesinde yogunlasmis olup, Tekirdag, Konya, Edirne, Adana ve Kirklareli en fazla

ekim alani1 ve liretime sahip iller olarak géze carpmaktadir (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.1: Ulkelerin Aycicegi Uretimi, (Faostats, 2016)

ULKELER 1961 1970 1980 1990 2000 2010 2015 2016 | 2016%
Ukrayna 3.457.400 | 6.771.500 | 11.181.120 | 13.626.890 | 28,78
Rusya 3918549 | 5344.821| 9.280.296 | 11.010.197 | 23,26
Arjantin 585.000 | 1.140.000 | 1.650.000 | 3.900.000 | 6.069.655| 2.232.034 | 3.158.290 [ 3.000.367 | 6,34
Gin 61.000 70.000 | 909.700 | 1338736 | 1.954.141 | 2298.000 | 2.698.113 | 2.587.422 | 5,47
Romanya 481.400 | 769587 | 800.600 | 556.242 | 720871 1262926 1.785.771| 2032340 4,29
Bulgaristan 301.000 | 406.887 | 379.950 | 388.560 | 425369 | 1536321 | 1.699.228 | 1.873.677 | 3,96
Tiirkiye 96.700 |  375.000 | 750.000 [ 860.000 | 800.000 [ 1.320.000 | 1.680.700 | 1.670.716 | 3,53
Macaristan 109.964 95509 | 455915 [ 683.706 | 483649 | 969.718 | 1.556.976 | 1.534.959 3,24
ABD 17.000 85785 | 1.697.000 [ 1.032.000 | 1.607.730 | 1.240.830 | 1.326.180 | 1.204.170 | 2,54
Fransa 12.201 56.830 | 245400 | 2.430.000 | 1.833.082 | 1.640.837 | 1.186.913 | 1.189.832 | 2,51
Diger Ulkeler 5.152.799 | 7.046.118 | 6.767.761 | 11.516.315 | 5.279.104 | 6.836.168 | 8.815.732 | 7.614.466 | 16,08
TOPLAM 6.817.064 | 10.045.716 | 13.656.326 | 22.705.559 | 26.549.550 | 31.453.155 | 4.4369.319 | 4.7345.036 | 100,0

Cizelge 1.2: Ulkemizdeki Yaglik ve Cerezlik Ayciceginin Ekim Alani (da), Uretimi
(ton) ve Verimi (kg/da), (TUIK, 2017)

Aycicegi Tohumu (Yaghk) Aycicegi Tohumu (Cerezlik) Toplam

viL Ekilen Alan Uretim Verim Ekilen Alan Uretim Verim Ekilen Alan Uretim

(da) Miktan (ton) | (kg/da) (da) Miktar: (kg/da) (da) Miktan (ton)

ton

2004 4.800.000 800.000 167 700.000 1(00.2300 143 5.500.000 900.000
2005 4.900.000 865.000 A7 760.000 110.000 145 5.660.000 975.000
2006 5.100.000 1.010.000 198 754.000 108.000 143 5.854.000 1.118.000
2007 4.857.000 770.000 159 689.778 84.407 126 5.546.778 854.407
2008 5.100.000 900.387 177 700.000 91.613 133 5.800.000 992.000
2009 5.150.000 960.300 186 690.000 96.825 140 5.840.000 1.057.125
2010 |5.514.000 1.170.000 212 900.000 150.000 167 6.414.000 1.320.000
2011 5.560.000 1.170.000 210 997.000 165.000 166 6.557.000 1.335.000
2012 5.046.160 1.200.000 238 1.000.000 170.000 170 6.046.160 1.370.000
2013 5.202.600 1.380.000 265 895.239 143.000 160 6.097.839 1.523.000
2014 5.524.651 1.480.000 269 1.049.925 157.900 152 6.574.576 1.637.900
2015 5.689.950 1.500.000 264 1.163.224 180.700 155 6.853.174 1.680.700
2016 6.167.800 1.500.000 244 1.033.281 170.716 166 7.201.081 1.670.716
2017 6.813.976 1.800.000 264 982.241 164.385 168 7.796.217 1.964.385




Cizelge 1.3: Ulkemizdeki Yaglik ve Cerezlik Aygiceginin Ekim Alani (da) ve Uretimin
(ton) yillara gore degisimi, (TUIK, 2017)

Eden | et Ekilen Alan | Uretim B
YiL Alan (ton| YiL (ha) (ton] YiL Alan (ton)
(ha) (ha)

1961 | 117.600| 96.700( 1981 500.000| 575.000{ 2001 510.000( 650.000
1962 81.300| 60.000{ 1982 530.000| 600.000| 2002 550.000| 850.000
1963 94.000f 87.000{ 1983 550.000| 715.000| 2003 545,000 800.000
1964 | 160.000| 165.000( 1984 562.803| 710.000| 2004 550.000( 900.000
1965 | 160.000| 160.000( 1985 642.499| 800.000| 2005 566.000 975.000
1966 | 218.000| 200.000| 1986 688.727| 940.000| 2006 585.400 | 1.118.000
1967 | 215.000| 230.000| 1987 773.937| 1.100.000| 2007 554.678| 854.407
1968 | 240.000| 230.000{ 1988 749.750| 1.150.000| 2008 577.958| 992.000
1969 | 285.500| 310,000 1989 767.000 | 1.250.000| 2009 583.979 | 1.057.125
1970 | 360.000| 375.000{ 1990 714.599| 860.000| 2010 641.343 | 1.320.000
1971 | 396.000| 465.000{ 1991 564.620| 800.000| 2011 655.700 | 1.335.000
1972 | 493.000| 560.000( 1992 607.588| 950.000| 2012 605.000 | 1.370.000
1973 | 481.000| 560.000( 1993 596.061| 815.000| 2013 609.622 | 1.523.000
1974 | 425.000| 420.000| 1994 586.000{ 740.000| 2014 653.323| 1.637.900
1975 | 418.000| 488.000{ 1995 585.000{ 900.000| 2015 685.174 | 1.680.700
1976 | 445.000| 550.000( 1996 575.000( 780.000| 2016 718.317 | 1.670.716
1977 | 373.000| 455.000( 1997 560.000{ 900.000| 2017* 779.621 | 1.964.385
1978 | 415.000| 485.000{ 1998 586.000{ 860.000| 2018** | 795.215| 2.000.000
1979 | 445.000| 590.000{ 1999 595.000| 950.000 | * TUIK
1980 | 575.000| 750.000( 2000 542,000 800.000 | ** ZMO Tahmin

Tiirkiye’nin  aygicegi ihtiyact Onemli Olclide Marmara Bolgesi’nden

karsilanmaktadir. Aygicegi, 6zellikle de bu bolgede kuru iklim kosullarinda bugday,

diger bolgelerde de sulu kosullarda musir, seker pancari vb. bitkilerle ekim nobetine

girmektedir. Uygulanan fiyat politikalar1 ve verilen desteklerin yeterli olmamasi sebebi

ile bu bolgedeki iireticiler, bir yil aycicegi bir yil bugday ekmek yerine bir yil aycicegi iki



yil bugday ekerek, aycicegi ekilisi ve liretiminde aygicegi ekim alani ve iiretiminde

onemli dalgalanmalara neden olmaktadir.

Aygicegi ekimi bakimmdan i¢ Anadolu Bélgesi ikinci sirada yer alirken son
yillarda aygi¢egi ekiminin Cukurova bolgesinde de yaygmlagtigmi goriilmektedir
(Cizelge 1.1.4). Bolgede Subat- Mart aylarinda taban olmayan egimli arazilerde erken
ekilen ay¢icegi, Temmuz aymda hasat edildiginden sezonun ilk aygigegi iirlinii olarak

alim fiyatlar1 yiiksek olmaktadir.

Cizelge 1.4: Y1illik Aycicegi Uretim Miktarmin (ton) illere gore degisimi, (TUIK, 2017)

2013 2014 2015 2016 2017
iller Miktar % Miktar % Miktar % Miktar % Miktar %
Tekirdag 211.671113,9 260.753 (15,92 267.012|15,89 283.838(16,99 368.125| 18,74
Konya 266.775|17,52 268.751|16,41 217.634(12,95 212.312(12,71 263.008| 13,39
Edirne 175.857]11,55 258.568(15,79 226.573113,48 222.064(13,29 244655 12,45
Adana 100.677]6,61 89.565|5,47 134.361|7,99 166.52419,97 195.225| 9,94
Kirklareli 146.68219,63 165.206] 10,09 188.998|11,25 170.278110,19 193.784| 9,86
Corum 47.73913,13 38.297|2,34 53.189] 3,16 59.069|3,54 75.157| 3,83
Tokat 47.096 3,09 33.740| 2,06 41.593|2,47 39.306(2,35 41.549| 2,12
Eskigehir 43.101)2,83 35.520(2,17 29.281|1,74 30.553(1,83 39.993| 2,04
Samsun 33.018|2,17 27.65211,69 39.08312,33 35.546(2,13 38.253| 1,95
Balikesir 27.837(1,83 26.483|1,62 30.609|1,82 30.555(1,83 37.923| 1,93
Bursa 27.471]1,8 30.463|1,86 31.54811,88 37.764|2,26 37.382| 1,90
Denizli 37.263|2,45 45.996|2,81 36.14412,15 32.155(1,92 32.900| 1,67
Karaman 21.015]1,38 19.632(1,2 20.504149,3 16.485(0,99 22.979| 1,17
Kayseri 15.09210,99 14.035(0,86 19.85316,8 20.361)1,22 19.676( 1,00
Diger lller 321.706| 21,14 323.239 19,73 344318 26,42 313.906 18,78 353.776| 18,00
TOPLAM 1.523.000( 100 1.637.900 1.680.700| 100 1.670.716|100 1.964.385| 100,00
100

Giilcii (2016), yapmis oldugu ¢alismada, ekim alanlarinin genisletilebilmesi igin
degisik bolge sartlarma adapte olabilen ¢esitlerin gelistirilmesi gerektigini vurgulamigtur.
Bunun yaninda hedeflenen amaca ulasabilmek i¢in olusturulan islah programlarnin

onemine de deginmistir. Bir 1slah programinin basarili olabilmesi i¢in, 1slah ¢aligmasi



yapilacak tiir hakkinda yeterli genetik, biyolojik, agronomik ve genetik bilgi birikimine

sahip olmak gereklidir.

Yapilan bu ¢alisma, ayciceginin potansiyel yabani genetik kaynaklarini inceleyip,
ileride yapilacak 1slah ¢aligmalarinda iilkemiz ekolojik kosullarindaki performanslariin

iyilestirilmesinde, yliksek verimli gesitlerin gelistirilmesinde faydali olacaktir.

Bu tezin amaci, tek yillik Helianthus yabani aygigegi tiirlerinde ¢ekirdek DNA
icerikleri flow sitometri ile belirlenerek, aksesyonlarin ploidi diizeylerini saptamak ve
populasyonlar igerisindeki karisikliklar1 belirlemede kullanmak amaciyla bu mevcut
yabani tiirler arasinda flow sitometri analizi yapilarak tiirler arasinda genetik farkliliklari

ve uzakliklari belirlemektir.



BOLUM 2

LITERATUR OZETI

2.1. Aycicegi

Aygicegi (Helianthus annuus L.); Papatyagiller familyasina ait, 2n=34
kromozomlu, gen merkezi olan Kuzey Amerika olan 6nemli bir yag bitkisi olup, halen
ABD'nin bir¢ok kesiminde yabani olarak gerek kirsal alanda gerek tarlalarda yabani ot
olarak yer almaktadir (Kaya, 2015). Ulkemizde ve diinyada genelde bitkisel yag amagcl
iiretiminin yaninda cerezlik tiiketim amaciyla da tretilmekte, ayrica kusyemi olarak
kullanim1 ve bahgelerde siis bitkisi ve kesme ¢icek olarak yogun sekilde yer almaktadir.
Cerezlik ay¢iceginin tohumlari ¢izgili ve iri olmakla beraber yaglik tiplere gore daha kalin
kabuklu olup, daha diisiik yag oranma ve daha iri taneye ve daha yiiksek test agirhgina
sahiptir. Yaglik aygicegi tipleri ise, genelde siyah renkli ve ince kabuklu olup, genelde
yiksek linoleik ve basta oleik olmak iizere diger yag asitlerini i¢cermektedirler
(Kaya,2015).

Aygicegi uzun ve degisik bir tarihgeye sahiptir. Aygigegi tariminin ilk yapildigi
yer ve zaman hakkinda kesin bir bilgi yoktur. Ik g¢ler baslamadan 6nce Kuzey Amerika
Kizilderilileri tarafindan boya hammaddesi olarak kullanilan aygicegi, 1850’11 yillarda
Ispanyol gezginleri tarafindan Ispanya’ya getirilmis ve bahgelerde siis bitkisi olarak
kullanilmugtir. {1k kez Rusya'da yag bitkisi olarak iiretimi gergeklesmis ve bunun ardindan
tim Avrupa'ya yayilmistir. Aygigegi lilkemize II. Diinya savagindan sonra 1945-1950li
yillarda, Bulgaristan'dan iilkemize go¢ eden vatandaslarimizin getirdigi tohumlar ile

girmis ve iretilmeye baslanmustir. 1980’1 yilardan sonra hibrit ¢esitlerin iilkemize



girmesiyle tiretim ve ekim alaninda artiglar ger¢eklesmis olup, son yillarda gelistirilen

hibrit aygigegi gesitleri de, tiretimin istenilen diizeye gelmesini saglamistir. (Kaya, 2014)

Aygigegi, 100-150 giinliik yetisme siiresi boyunca ortalama 2600 - 2850 °C
civarinda toplam sicaklik istemektedir. Derin ve kazik kok sistemine sahip oldugu i¢in
kurak veya tuzlu olan bir topraktaki verimi diger bitkilerden daha iyi olmaktadir. Bu
nedenle aygigegi tarimi her tiirlii toprakta yapilabilmektedir. Ancak sunu da belirtmek
gerekir ki her tiirlii toprakta yetismesine ragmen drenaji iyi, su tutma kapasitesi yliksek
ve notr PH’a sahip topraklar1 daha ¢ok sevmektedir. Aygigeginin ¢imlenmesi igin toprak
sicakliginin en az 8-10 °C olmasi gerektirdiginden, iilkemizde genellikle Mart sonu -

Mayis ortasi arasinda ekimleri yapilmaktadir.

Aygicegi soguga dayanikli bir bitki oldugu i¢in ilk donlarda 4-6 yaprakl devreye
kadar zarar gérmez. Ancak 1s1 -4 °C nin altina diistiiglinde olusan dondan oldukca fazla
etkilenebilir. Bu nedenle ayc¢iceginin erken ekildigi durumlarda ¢ok fazla bir problem ile
karsilagilmamaktadir. Hatta erken ekim yapildiginda tane doldurma zamani daha serin

zamana geldiginden verim onemli 6l¢iide artmaktadir.

2.2. Flow Sitometrinin Tarimsal Arastirmalarda Kullanim Alanlar

Flow sitometri 1956 yilinda kan hiicrelerinin sayimi ve analizi i¢in gelistirilmis
bir yontemdir. 1990 yilindan itibaren bilim ve teknolojide meydana gelen gelismelerin
ardindan biyoloji ve ziraat alaninda da kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda ise bitki
biyolojisi, genetigi ve 1slahi alanlarinda yararlanilan rutin bir analiz yontemi olarak

kullanilir hale gelmistir.

Flow sitometri tarimsal arastirmalarda; ¢ekirdek DNA igerigi, ploidi analizi,
ploidi diizeyi stabilitesinin kontrolii, haploid ve double haploid hatlarmn iretimi, yeni
ploidi diizeylerinin belirlenmesi, aneuploid bitkilerin belirlenmesi, apomiksis, erken
gelisme donemlerinde cinsiyet belirlenmesi, tiirler aras1 melezleme, somatik melezleme,
polisomaty belirlenmesi, hiicre dongiisii analizi, AT:GC oraninin belirlenmesi,

kromozom izolasyonu (Sorting) amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Bununla birlikte flow sitometrinin bitkilerde en yaygin olarak kullanildig: alan

cekirdek DNA analizidir.



2.3. Cekirdek DNA Iceriginin Tanim Ve ilgili Terimler

Hiicre c¢ekirdeginin icerisinde bulunan toplam DNA miktari, ¢ekirdek DNA
icerigi olarak ifade edilir ve “C” degeri olarak Olgiilmektedir. Bu terim ilk defa 1950
yilinda Swift tarafindan kromozom sayis1 ile meydana gelebilecek karigikliklar: dnlemek
amaci ile ortaya atilmigtir. Mitozun profaz sathasina girmis olan diploid bir ¢ekirdek ile
interfaz sathasmin heniiz baginda olan bir tetraploid ¢ekirdek farkli kromozom sayilarma
sahip olmalarina ragmen her ikisi de ayn1 miktarda DNA icermektedir (Bennet ve Leitch
1995; Tuna, 2009).

Hiicre ¢ekirdeginin DNA igerigi ifade edilirken pikogram ( 1 pg=10-12 g ) veya
baz ¢ifti terimleri kullanilmaktadir. Cekirdek DNA igerigi baz ¢ifti olarak ifade
edildiginde; cekirdegin sahip oldugu 1C, DNA igeriginin baz ¢ifti sayismni

gostermektedir.

Bu giine kadar incelenmis angiospermler arasinda c¢ekirdek DNA igerigi 1000
misli kadar degisim gostermektedir. Bununla birlikte ¢ekirdek DNA miktar1 hem bir
bitkinin hiicreleri arasinda degismeyerek sabit kalmakta, hem de aymi tiirtin farkli
bireyleri arasinda degismeyerek sabit kalmaktadir. Bu nedenle ¢ekirdek DNA igerigi tiir
spesifiktir (Bennett and Leitch 2000).

Tuna (2004), ayn1 genomlara sahip olmak kosuluyla bir ¢ekirdegin DNA igerigi
ile ploidi diizeyi arasinda da siki bir iliski bulundugunu, ploidi diizeyi artttkga DNA

iceriginin de ayn1 oranda arttigini belirtmistir.

Sims ve Price (1985) yapmis olduklar1 ¢alismada mikrospektrofotometri ile 19
tane diploid (2n=34) Helianthus tiirii belirlemislerdir.

Onceleri bitki ¢ekirdek DNA miktarlarini tespit etmek amaci ile feulgen
mikrospektrofotometri yontemi kullanilmakta olup (Bennett ve Smith, 1976) son yillarda
ise ploidi belirlemek amaci ile flow sitometri tercih edilen bir yontem haline gelmistir
(Rayburn, AL., Auger, JA., Benzinger, EA., Hepburn, AG., 1989).

Bu alanda konumuzla ilgili olarak yapilmis olan ¢alismalardan bazilar1 asagida

srralanmustir:



Karp (1991), bitkilerin ploidi diizeyini belirlerken feulgen metodunu kullanmaistir.
Kok uglart Feulgen veya asetokarmin ile boyanarak preparatlar hazirlanmis ve 151k

mikroskobu yardimi ile mitoz kromozomlar1 sayilmistir.

Michaelson, MJ., Price, HJ., Johnston, JS., Ellison, JR., (1991), kiiltiirii
yapilan ve yabani aycicegi H. annuus tiirtiniin DNA iceriklerini incelemis ve ortalama
DNA iceriklerinin 6.01-7.95 pg arasinda degistigini, kok ucu ve siirgiin ucu
cekirdeklerinin, aneusomi denilen bir durum olan aneuploid (17 ila 33 kromozom) ve
diploid (34 kromozom) hiicre karisimindan olustugu bildirilmistir. H. annuus'taki DNA
icerigindeki intraspesifik, intraline ve intraplant varyasyonu, bir bitki genomunun
oldukea biiyiik bir kisminin dengesiz oldugunu ve DNA miktarinda hizli degisikliklere

tabi oldugu kavrammi destekledigini belirtmistir.

Loureiro vd. (2010), bitkilerin sahip oldugu tiim kromozomlar hiicre ¢ekirdeginde
bulundugundan; ¢ekirdek DNA miktarmm ploidi diizeyi ile iligkilendirilebilecegini

belirtmistir.

Ohri (1998), bir cinsin igerisinde ayn1 kromozom sayisina sahip ¢ok sayida tiir
oldugunda, tiirlerin teshisi ve siniflandirilmasinda ¢ekirdek DNA igeriginin ¢ok etkili

oldugunu bildirmistir.

Tuna, M., Vogel, KP., Arumuganathan, K., Gill, KS. (2001), dort Bromus tiiriiniin
322 aksesyonun ploidi diizeylerini saptamak icin yaptiklar1 ¢alismada her bir
aksesyondan 10 bitkinin DNA igerigini tespit edebilmek amaci ile Flow sitometri yontemi
ile calismiglardir. Secilen aksesyonlarda ortalama DNA igeriklerinin ploidi seviyeleri ile
baglantili olduklarin1 ve DNA igeriklerinin farkli ploidi seviyelerini temsil ettiklerini
tespit etmislerdir. Boylece tetraploid, octaploid ve decaploid aksesyonlarin niikleer DNA
iceriginin diploid aksesyonlardan yaklasik olarak 2, 4 ve 5 defa daha biiylik oldugunu

belirlemislerdir.

Bennett ve Leitch (2004), Festuca cinsi igerisinde tiirlerin monoploid ¢ekirdek

DNA igeriginin 2C/pg 1.58 ile 4.03 pg arasinda degistigini belirtmistir.

Loureiro J., Kopecky D., Castro S., Santos C., Silveira P. (2007), Festuca cinsi

icerisindeki monoploid ¢ekirdek DNA igerigi bakimmdan gozlenen farkliligin cinsin



smiflandirilmasinda faydali olacagmi belirtmistir. Sujatha (2006), yapmis oldugu
caligmada diploid ekili aygigegi ile hekzaploid olan (H. tuberosus ve H. resinosus) iki tiir
arasinda spesifik melezler iiretmistir. Istenilen diploid statiisiindeki bitkileri tanimlamak
icin flow sitometri yontemini kullanmis olup, H. tuberosus haglarindan tiiretilen tiirler

aras1 melezlerin anter kiiltiir bitkilerinde ploidi analizi yapmustur.

Loureiro J., Rodriguez E., Costa A., Santos C. (2007), yapmis olduklar1
caligmada, Portekizli zeytin gesitleri (O. europaea ssp. Europaea var. Europaea) ile
yabani zeytin ¢esitlerinin (O. europaea spp. europaea var. sylvestris) genom biiyiikligii
ilk defa tahmin edilmistir. O. europaea cesitlerinin niikkleer DNA igerigi 2.90 £ 0.020 pg
/ 2C ile 3.07 = 0.018 pg / 2C arasinda degismekte olup, yabani zeytinlerin genom
bliytikligi 3.19 + 0.047 pg / 2C DNA olarak hesaplanmaistir.

Tuna (2009), ¢cekirdek DNA i¢eriginin tarimsal arastirmalarda kullanim alanlarini;
ploidi analizi, ploidi diizeyi stabilitesinin kontrolii, erken gelisme donemlerinde cinsiyet
belirlenmesi, tiirler arasi melezleme, somatik melezleme, haploid ve double haploid
hatlarin tiretimi, yeni ploidi diizeylerinin belirlenmesi, aneuploid bitkilerin belirlenmesi,

hiicre dongiisii analizi olabilecegini belirtmistir.

Teykin (2011), 83 Bromus catharticus Vahl. aksesyonunun g¢ekirdek DNA
iceriklerini flow sitometri yontemini kullanarak belirlemistir. 81 aksesyonun 11.79 pg
2C-1ile 13.72 pg 2C-1 arasinda ve hekzaploid olduklarini, ¢ekirdek DNA igerigiyiiksek
olan (19.66 ve 19.41 pg 2C-1 ) iki aksesyonun ise baska tiire ait oldugunu bildirmistir.

Tuna ve Cabi (2014), baz1 bugdaygil yem bitkisi tiirlerine ait populasyonlarin
¢ekirdek DNA igeriklerini flow sitometri yontemiyle belirleyerek, ploidi analizi ile tiir
teshisinde bulunmuslardir. Bugdaygil yem bitkisi genetik kaynaklarmin 1slah
programlarina dahil edilmeden 6nce karakterize edilmelerinin ¢ok 6nemli oldugunu ve
bu tiir calismalar i¢in flow sitometrinin su an mevcut olan en hassas, hizli, ucuz ve

giivenilir metot oldugunu bildirmislerdir.

Parlar (2017), defne (Laurus nobilis L.) bitkisinin yapraklarindan flow sitometri

analiz yontemiyle ¢ekirdek DNA igeriginin analizini yaparak cinsiyet belirlemistir.
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Yapmis oldugu caligsmada disi bitkilerin ¢ekirdek DNA igeriginin erkek bitkilere oranla
daha diistik ¢iktigini saptamustir.

Yavas (2017), iilkemiz kosullarinda kislik sebze olarak performanslarinin
belirlenmesi i¢in yurt i¢i ve yurt disindan elde edilmis olan 53 1spanak (Spinacia olercea

L.) aksesyonunun ¢ekirdek DNA igeriklerini flow sitometri ile belirlemistir.

Tuna vd. (2016), Dogu Anadolu Bolgesi daglik bolgelerinden toplanmis olan 169
bugdaygil yem bitkisi popiilasyonunun (Koeleria sp., Festuca sp. ve Agropyron sp.)
cekirdek DNA igeriklerini flow sitometri yontemi ile ilk defa belirleyerek, flow sitometri
metodunu bitki islahina entegre etmek amaciyla popiilasyonlarin ploidi diizeyi ile

safiyetlerinin belirlenmesinde kullanmiglardir.

Tuna, M., Vogel, KP., Arumuganathan, K., Gill, KS. (2001), dért Bromus tiiriiniin
322 aksesyonun ploidi diizeylerini belirleyebilmek i¢in yaptiklar1 caligmada, her
aksesyondan 10 bitkinin ¢ekirdek DNA igerigini belirleyebilmek icin flow sitometri

yontemini kullanmiglardir.

Loureiro vd. (2010), flow sitometri yontemini homoploid bitkiler {izerinde
arastirmalarda kullanmak, analiz edilen ornekler arasinda c¢ekirdek DNA icerigindeki
farkliliklar1 arastirmaya ve yorumlamaya dayandigini belirtmistir. Kromozomlarin
sayisina  bakilmaksizin, genom  biyiikliigliniin  taksonlar1  sinwrlamak i¢in

kullanilabilecegini vurgulamstir.

Kantar, MB, Gregory J.B., Bock D.G., Rieseberg L.H. (2014), aycicegindeki
genomik c¢esitlilik {izerine yaptiklar1 calismada, kullanmis olduklar1 aycicegi
aksesyonlarinin ortalama ¢ekirdek DNA icerigini flow sitometri yontemi ile belirleyerek,

arastirmada kullanmis olduklari tiirlerin diploid olduklar1 sonucuna varmiglardir.

Kallamadi ve Mulpuri (2016), yapmis olduklar1 ¢alismada iglerinde diploid,
tetraploid ve hekzaploid tiirler bulunan 43 aygigegi tiiriniin DNA igeriklerini flow
sitometri yontemi ile belirleyerek, ¢calismada kullanmis olduklar1 aygicegi tiirlerinin daha

onceden bildirilen ploidi seviyeleri ile uyumlu olduklarini belirtmislerdir.
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Arastirmada, Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Serasi ile

Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Bitki Genetigi ve

BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

Sitogenetigi laboratuvarindan faydalanilmistir.

3.1. Materyal

Aragtirmamizda kullanilan 13 tiire ait 70 yabani aygigcegi (Helianthus spp.)
aksesyonu Ames, 1A, USA’da bulunan North Central Regional Plant Introduction

Station’dan temin edilmistir. Calismada toplam 70 aycigegi aksesyonu kullanilmis olup

bunlara ait liste Cizelge 3.1 de verilmistir.

Cizelge 3.1.Arastirmada kullanilan aygicegi aksesyonlarmin aksesyon numaralarit ve

orijinleri
Aksesyon Taksonomisi Orijini
Pl 468415 Helianthus agrestis ABD, Florida
Pl 673205 Helianthus agrestis ABD, Florida
Pl 673209 Helianthus agrestis ABD, Florida
Pl 468651 Helianthus argophyllus ABD, Florida
Pl 490291 Helianthus argophyllus Mozambik
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Pl 649863 Helianthus argophyllus ABD, Teksas

Pl 649865 Helianthus argophyllus Rusya

P1 664729 Helianthus argophyllus ABD, Karolina

Pl 664803 Helianthus argophyllus Australya, Queensland

P1 468638 Helianthus anomalus ABD, Arizona

P1 468640 Helianthus anomalus ABD, Utah

Pl 649861 Helianthus anomalus ABD, Utah

Pl 664638 Helianthus anomalus ABD, Nevada

Pl 435641 Helianthus bolanderi ABD, Kaliforniya

Pl 673141 Helianthus bolanderi ABD, Arizona

P1 673280 Helianthus bolanderi ABD, Oregon

Pl 673294 Helianthus bolanderi ABD, Kaliforniya

Pl 435654 Helianthus debilis subsp. | ABD, Teksas
cucumerifolius

P1 597908 Helianthus debilis subsp. | ABD, Carolina
cucumerifolius

Pl 613753 Helianthus debilis subsp. | ABD, Florida
cucumerifolius

P1 649870 Helianthus debilis subsp. | ABD, Georgia
cucumerifolius
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Pl 653611 Helianthus debilis subsp. | Australya, Queensland
cucumerifolius

Pl 468672 Helianthus debilis subsp. | ABD, Florida
debilis

Pl 613754 Helianthus debilis subsp. | ABD, Teksas
silvestris

P1 468702 Helianthus deserticola ABD, Utah

P1 468705 Helianthus deserticola ABD, Arizona

P1 649883 Helianthus deserticola ABD, Nevada

Pl 649891 Helianthus exilis ABD, Kaliforniya

Pl 649901 Helianthus exilis ABD, Kaliforniya

Pl 664633 Helianthus exilis ABD, Kaliforniya

Pl 435763 Helianthus neglectus ABD, Teksas

Pl 435769 Helianthus neglectus ABD, Mexico

Pl 468773 Helianthus neglectus ABD, Teksas

Pl 673249 Helianthus neglectus ABD, Teksas

Pl 673319 Helianthus neglectus ABD, New Mexico

P1 435770 Helianthus niveus subsp. | ABD, Teksas
canescens

Pl 435774 Helianthus niveus subsp. | ABD, Arizona

canescens
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Pl 468792 Helianthus niveus subsp. | ABD, Utah
canescens

Pl 613758 Helianthus niveus subsp. | ABD, Mexico
tephrodes

P1 650020 Helianthus niveus subsp. | ABD, Kaliforniya
tephrodes

P1 597922 Helianthus petiolaris ABD, Giiney Dakota

P1 597923 Helianthus petiolaris ABD, Misouri

Pl 435817 Helianthus petiolaris | ABD, New Mexico
subsp. fallax

Pl 468817 Helianthus petiolaris | ABD, Utah
subsp. fallax

Pl 468818 Helianthus petiolaris | ABD, Arizona
subsp. fallax

P1 613769 Helianthus petiolaris | ABD, Oklahoma
subsp.petiolaris

P1 649910 Helianthus petiolaris | Moldova
subsp.petiolaris

Pl 468842 Helianthus petiolaris | ABD, Kaliforniya
subsp.petiolaris

Pl 503232 Helianthus petiolaris | ABD, New Jersey
subsp.petiolaris
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P1 547210 Helianthus petiolaris | ABD, lllinois
subsp.petiolaris

P1 586911 Helianthus petiolaris | ABD, Montano
subsp.petiolaris

P1 586919 Helianthus petiolaris | ABD, Wyoming
subsp.petiolaris

Pl 586922 Helianthus petiolaris | ABD, Colorado
subsp.petiolaris

Pl 586928 Helianthus petiolaris | ABD, Kansas
subsp.petiolaris

Pl 586931 Helianthus petiolaris | ABD, Nebraska
subsp.petiolaris

Pl 592355 Helianthus petiolaris | Kanada, Saskatchcwan
subsp.petiolaris

P1 592359 Helianthus petiolaris | Kanada, Manitoba
subsp.petiolaris

Pl 597924 Helianthus petiolaris | ABD, Kuzey Dakota
subsp.petiolaris

Pl 613765 Helianthus petiolaris | ABD, Teksas
subsp.petiolaris

Pl 649911 Helianthus porteri ABD, Kuzey Carolina

Pl 649917 Helianthus porteri ABD, Georgia

Pl 673214 Helianthus porteri ABD, Georgia
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Pl 468846 Helianthus praecox ABD, Teksas

Pl 435855 Helianthus praecox | ABD, Teksas

subsp.hirtus

Pl 435847 Helianthus praecox subsp. | ABD, Teksas
praecox
Pl 435853 Helianthus praecox subsp. | ABD, Teksas
runyonii
3.2. YONTEM

3.2.1. Bitkilerin Yetistiriciligi

Arastirmada incelenen aksesyonlara ait tohumlarin ekimi Namik Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiine ait kontrolsiiz plastik serada
yapilmis ve bitkiler gerektikge sulama ile diger bakim islemleri yapilarak analiz edilene

kadar ayni sartlarda yetistirilmistir.

Bitkilere ait tohumlar steril torf ile doldurulmus viyollere (7X5cm) ekilmistir. Her

bir aksesyon i¢in viyoliin 8 goziine ekim yapilmis ve her goze 3 tohum ekilmistir. Daha

sonra her gozde tek bitki kalacak sekilde seyreltme yapilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2).
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Sekil 3.1. Viyollere ekimi yapilmis ay¢icegi aksesyonlarinin seradaki gériiniimii

Ik gergek yapraklarm goriildiigii donemde, ¢ok gdzlii viyol igerisinde

yetistirilmekte olan bitkiler saksilara (15X10) transfer edilmistir.

Sekil 3.2. Saksilara transfer edilmis aycicegi bitkilerinin goriinii

3.2.2. Flow Sitometri Yontemi Kullanilarak Cekirdek DNA Analizi (pg)

Cekirdek DNA analizleri Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii Bitki
Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuvarinda bulunan Partec marka flow sitometri cihazi ile
yapilmustir. Bu amagla oncelikle geng ve saglikli bitkilere ait yaprak dokularinda, Partec
firmasina ait ticari kitler (CyStain PI absolute P) kullanilarak ¢ekirdek izolasyonu asagida

aciklandig1 sekilde yapilmustir;

1.Aygigegi ve Vicia sativa (standart) ya ait geng ve saglikli bitkilerden 30-40 mg
taze yaprak dokusu alinarak petri kab1 igerisine yerlestirilir. (Sekil 3.3/1)

2. Petri kabi igerisine 500 pl izolasyon buffer ilave edilir. (Sekil 3.3/2)

3. Soliisyon igerisindeki yaprak dokular1 keskin jilet (bistiirii) yardimiyla ¢ok
kiiglik pargalara ayrilana kadar (30-60 saniye) pargalanir. (Sekil 3.3/3).

4. Hazirlanan 6rnek petri kabi i¢erisinde 15-20 saniye calkalanmistir. (sekil 3.3/4)
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5. Parcalama islemi tamamlandiktan sonra petri kab1 igerisindeki soliisyon, 30-33
um lik filtre bulunan mikro-santrifiij tiipiine aktarilip filtre edilerek, ¢cekirdeklerin
bitki doku kalintilarindan ayrilmasi saglanmstir. (Sekil 3.3/5)

6. Tipin icerisine daha onceden hazirlanmig olan 2 ul staining soliisyonu

eklenmistir.(Sekil 3.3/7)

7. Ornekler karanlik ortamda 37°C de 40 dakika inkiibe edilmistir.

8. Ornekler inkiibe edildikten sonra flow sitometri cihazina yiiklenerek analiz

edilmistir. (Sekil 3.4)

Sekil 3.3.Aycicegi aksesyonlarma ait yaprak dokularmnin jilet yardimi ile parcalanip,

buffer ilavesi, stizme islemi ve staining soliisyon ilavesinin yapilmasi
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3.2.3. Flow Sitometri ile DNA Iceriginin Olgiilmesi Ve Mutlak Degerin

Hesaplanmasi

Yukarida agiklanan yontem ile 6nce bitki dokusu hiicreleri birbirinden mekanik
olarak ayrilarak hiicre ¢ekirdekleri serbest kalmistir. Daha sonra kullanilan buffer’in
icerisinde bulunan bazi kimyasallar ¢cekirdegin zarin1 tahris ederek, ¢ekirdek zar1lizerinde
delikler meydana getirmistir. PI bu deliklerden igeri girerek niikleik asitlere baglanmistir.
Bu nedenle ¢ekirdegin icerisindeki DNA miktar1 ne kadar fazla ise ¢ekirdegin icerisine

giren PI miktar1 da o kadar fazla olmaktadir.

Flow sitometri cihazi ile yapilan analizlerde hiicre ¢ekirdegi, icerisinde bulunan
PI miktar1 ile orantili olacak sekilde florasan isig1 yaymaktadir. Yayilan floresanlar
cihazin igerisindeki optik bolimlerde bir dizi islemden gecip elektrik sinyallerine
dontigmekte olup bu sinyaller cihazin bagli oldugu bilgisayar monitoriine histogram
olarak yansimaktadir. Histogramin yatay ekseni, analiz edilen Orneklerin florasan
yogunlugunu, dikey ekseni ise; analiz edilen hiicre sayisini gostermektedir. Yatay eksenin

sag tarafina dogru gittikce florasan yogunlugu, dolayisiyla da DNA igerigi artmaktadir.

Hassas bir analiz i¢in histogram {izerinde yer alan piklerin miimkiin oldugunca
diizglin, ince ve uzun olmasi gerekmektedir. Piklerin seklini iyilestirebilmek i¢in; sik sik
flow sitometri cihazi kalibre edilmeli ve 6rnekler hassas bir sekilde hazirlanmalidir.
Cekirdek DNA icerigi analizlerinde giivenli bir yorum i¢cin CV degeri %5 ten daha yiiksek

olmamasi gerekmektedir.

Bir bitkinin ¢ekirdek DNA igerigini mutlak olarak belirleyebilmek i¢in bu bitkinin
DNA igerigi, DNA igerigi bilinen bir standart ile kiyaslanmalidir. Standart olarak
cekirdek DNA igerigi bilinen bir bitki kullanilacaksa; standart bitkinin dokular1 da analiz

edilecek 6rnege ait dokularla birlikte hazirlanmalidir.

Bir 6rnegin mutlak ¢ekirdek DNA icerigi, arastirilan 6rnek ve secilen standardin
G1 piklerinin florasan yogunluklarina ait degerler kullanilarak, asagida verilen formiil

araciligiyla pikogram (1pg = 10-12 g) olarak hesaplanir.
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DNA miktart bilinmeyen ture ait florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)
Standarta ait 6rnegin florasan yoginlugu
(G1 pikinin degeri)

Cekirdek DNA miktar: (pg) = X standartin DNA igerigi

Sekil 3.5’deki Ornegin florasan yogunlugu 772,94, standardin (fig) florasan
yogunlugu 117,98 dur. Standarttin DNA agirlig1 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore
ornegin mutlak ¢ekirdek DNA igerigi; (772,94/117,98)x3,65 = 23,91 pg olarak
hesaplanmistir. Sekil 3.6 da Pl 468651 Helianthus argophyllus ve standart olarak

kullanilan Vicia sativa G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlar1 verilmistir.

Sekil 3.7°deki 6rnegin florasan yogunlugu 315,77, standardin (fig) florasan
yogunlugu 136,89 dur. Standarttin DNA agirlig1 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore
ornegin mutlak c¢ekirdek DNA igerigi; (315,77/136,89)x3,65 = 8,4 pg olarak

hesaplanmistir.

I‘IDO
80 -

60

Vicia sativa

40

Helianthus agrestis
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Sekil 3.4. Pl 468415 Helianthus agrestis ve standart olarak kullanilan Vicia sativa

bitkilerine ait G1 piklerinin birbirine gore nispi pozisyonlar1
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Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 5682 162 11.96 3088 023
2 2.076 117.98 481 3556 419 023
3 13.604 77294 710 5249 3.79 023
80 1
60 +
@
£
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Sekil 3.5. Pl 468415 Helianthus agrestis ve standart olarak kullanilan Vicia sativa G1

piklerinin Flow sitometri paket programi ile analiz edilmis hali

80
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Vicio sativa
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Sekil 3.6. Pl 468651 Helianthus argophyllus ve standart olarak kullanilan Vicia sativa G1

piklerinin birbirine gore pozisyonlar1
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Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 0.14

1.000 45.36 126 17.94 16.49
2 3018 136.89 190 2695 3.76 0.14
3 6961 31577 388 5511 269 014
80 +
60
)
€
=3
£
:
40 4
20 +
N A...-...‘ i} Jl ] | |
0 200 400 600 800 1000

FL2 532-30

Sekil 3.7.P1 468651 Helianthus argophyllus ve standart olarak kullanilan Vicia sativa G1

piklerinin Flow sitometri paket programi ile analiz edilmis hali

3.2.4.Cekirdek DNA icerigine Ait Sonuclarin istatistiksel Analizi

Calismada her aksesyondan en az 3 tek bitki analiz edilmis ve aksesyon ortalamasi

hesaplanmastir.

Her aksesyona ait ¢ekirdek DNA igerikleri basit bir istatiksel yontem olan
confidence intervallar1 kullanarak kendi aralarinda kiyaslanmistir. Her ortalama icin

confidence interval asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir;
P(X; ~t0,05SX < u < X; +10,05S X) =0,95

Formiilde toos“¢” istatistigi ve sx = s/n*'2. n her bir populasyonda analiz edilen
bitki sayisi ve s onlarin Standard sapmasidir. Confidence intervalleri oOrtiisen
ortalamalarin bir birinden farkli olmadig1 kabul edilir. Bu bakimdan yapilan analiz

ortalamalar1 kiyaslamak i¢in yapilan t testi ile aynidir (Steel and Torrie, 1960).
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3.2.5. Cekirdek DNA I¢erigi fle Kromozom Sayisimin iliskilendirilmesi

Flow sitometri ile yapilan ploidi analizlerinde bitkilerin hesaplanan ¢ekirdek DNA
icerigi ile kromozom sayilarinin iliskilendirilmesi gerekmektedir. Bu amagla c¢ekirdek
DNA igerigi bakimindan farklilik gdsteren her gruptan bir aygicegi bitkisinin
kromozomlar1 sayilir ve grup igerisindeki diger bitkilerin de ayn1 kromozom sayisina
sahip oldugu kabul edilir. Calismada her ne kadar daha ¢ok bitkide kromozom sayimi
yapmaya1 istemis 0lsak ta ¢alisma siiresince sadece iki tiire ait ti¢ aksesyona ait bitkilerden
sitolojik incelemelere uygun kok ucu elde edebildigimiz i¢in kromozom sayimi sadece
bu ii¢ aksesyon iizerinde yapilabilmistir. Sitolojik preparatlar bitki kok uglarinda bulunan
ve hizli bolinme gosteren meristematik hiicrelere sahip dokular kullanilarak enzim

yontemiyle hazirlanmastir.
Kok Uclarimin Eldesi

Aycicegi tohumlar1 1slatilmis kurutma kagitlar1 arasinda petri kabinda ¢imlendirilmek

iizere inkiibatoriin i¢erisine konulmustur. Diizenli araliklarla kontrol edilerek uygun kok

ucu eldesi saglanmistir.(Sekil 3.8)

Sekil 3.8. Ay¢igegi tohumlarinin inkiibatorde ¢imlendirilmesi
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Beyaz gorlinimlii hizli bliyliyen kok uclart kesilerek temizlenmek amaciyla

hemen soguk su igerisine birakilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Kok uglarinin kesilerek soguk suyun igerisine konulmasi

Kok uglari, igerisinde 4 °C distile su bulunan tiiplere transfer edilmis ve 24 saat

bekletilmistir. (Sekil 3.10)

. i
Sekil 3.10. Kok uglarmin 4°C distile su bulunan tiiplerde ve 24 saat bekletilmesi
Materyalin Tespiti

24 saat sonunda cam sise igerisindeki su bosaltilarak iizerine yeni hazirlanmis olan

Farmer ¢6zeltisi (3/1 oraninda olmak tizere 15 cl % 99 luk ethanol, 5cl glasial asetik asit)
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doldurulmustur. Bu sekilde tespit islemi yapilmis olan kok uglar1 +4 °C de 2-3 ay
muhafaza edilebilmektedir.(Sekil 3.11)

Sekil 3.11.Ko6k uglarmin cam sise i¢erisine farmer ¢ozeltisinin ilavesi

Kok Uclarimin Seliillaz Enzimleri Ile Muamele Edilmesi Ve Preparatlarin

Hazirlanmasi

Farmer soliisyonu igerisinde bulunan kok uglari enzim soliisyonuna transfer etmeden
once 4 defa 5-6 dakika icin 1x enzim soliisyonu icerisinde bekletilerek farmer soliisyonu

kok ucu dokularindan tamamen uzaklastirilmistir. (Sekil 3.12)

Sekil 3.12. Farmer soliisyonunun kdk ucu dokularindan uzaklastirilmast
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Daha sonra kok uglar1 enzim soliisyonuna (Cellulose RS, Cellulase calbiocem ve

Pectinase) transfer edilerek (Sekil 3.13) , 37 °C’de enzim ile tamamen pargalanana kadar

inkiibe edilmistir.

Sekil 3.13. Kok uglarmin enzim soliisyonuna transferi

Preparat yapmada kullanilan kék uglar1 enzim soliisyonundan ¢ikartilarak buz
iizerine yerlestirilmis bir kap icerisinde bulunan 1x enzim soliisyonu igerisine transfer
edilmistir. Bu sekilde muamele edilmis olan kok uglarimdan preparatlar bir damla %
45°1ik asetik asit kullanilarak ezme yontemiyle hazirlanmistir. Preparatlar faz kontrasti
olan bir mikroskop ile hizli bir sekilde kontrol edilerek ¢ok sayida iyi dagilmis mitoz
kromozomlu hiicreye sahip olan preparatlar se¢ilmis ve lamelin ¢ikartilabilmesi i¢in,
yaklagik bir saat kadar kuru buz (ya da -80 0C’de) iizerine yerlestirilmis ve lamel

uzaklastirildiktan sonra slaytlar bir saat oda sartlarinda kurutulmustur.
DAPI ile Mitoz Kromozomlarinin Boyanmasi

Kurutulmus olan preparatlar {izerine 10 ul Vectashield-Dapi solusyonu ilave edilerek
24x24 cam lamel yerlestirilmistir. Preparatlar bir kag saat soguk (4 °C) ve karanlik bir
ortamda bekletildikten sonra florasan mikroskop ile incelenerek kromozom sayimi

yapilmigtir.

Fotograf Cekimi
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Hazirlanan preparatlar olympus marka BX 51 model mikroskobuna yerlestirildikten
sonra, hiicrelerin fotograflar1 10 x 100 = 1000 kez biiyiitiilerek spot marka Rt Slider model
CCD djjital kamera ile ¢ekilmistir. Morfolojisi diizgiin, sayilabilen ve kromozom sayis1

tam olan hiicrelerin kromozomlar1 sayilmig ve fotograflari ¢ekilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Flow Sitometri fle Cekirdek DNA Analizi iceriginin Belirlenmesi

Calismada analiz edilen 70 ay¢icegi aksesyonuna ait bitkilerin 2C ¢ekirdek DNA
icerikleri 24,232 pg/2C (Pl 468415) ile 5,820 pg/2C (PI 435763) arasinda degismektedir
(Cizelge 4.1.1). Aksesyonlarm ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri ise 23,83 pg/2C (Pl
468415) ile 5,93 pg/2C (Pl 673249) arasinda degismektedir. (Cizelge 4.1.. ve 4.2).

Cizelge 4.1.Baz1 Aygigegi Tirlerinin Cekirdek DNA Analizi

Pl 468415
H.agrestis 772,94 117,98 23,9 3,79 4,19
Pl 468415
H.agrestis 780,36 121,63 23,4 3,68 4,02
Pl 468415
H.agrestis 762,89 115,29 24,2 3,56 4,12
23,83 +0,4
Pl 673205
H.agrestis 758,5 119,03 23,3 3,63 454
P1 673205
H.agrestis 748,36 116,74 23,4 3,45 4,65
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Pl 673205
H.agrestis

Pl 468651
H.argophyllus
Pl 468651
H.argophyllus
Pl 468651
H.argophyllus
Pl 468651
H.argophyllus

Pl 490291
H.argophyllus
Pl 490291
H.argophyllus
Pl 490291
H.argophyllus
Pl 490291
H.argophyllus

Pl 649863
H.argophyllus
Pl 649863
H.argophyllus
Pl 649863
H.argophyllus

Pl 649865
H.argophyllus
Pl 649865
H.argophyllus
Pl 649865
H.argophyllus

760,23

341,07

315,77

414,18

349,39

324,12

308,41

370,57

279,9

395,34

289,12

337,57

302,23

303,78

318,84

117,36

159,42

139,89

183,86

160,03

143,09

140,22

161,6

131,9

188,94

136,65

155,57

134,82

133,89

144,5

23,6
23,43+0,2

8,3

8,2

8,2

8,0
8,175 0,2

8,3

8,0

8,4

7,7
8,1+0,3

7,6

7,7

7,9
7,73+0,1

8,2

8,3

8,1

30

3,56

4,15

2,69

6,36

4,63

3,76

3,82

4,81

8,88

4,8

7,35

4,4

4,67

9,17

4,49

4,25

4,72

3,76

10,56

6,45

5,88

3,77

6,08

10

7,28

8,91

5,69

5,78

8,89

8,01



Pl 649865
H.argophyllus

Pl 664803
H.argophyllus
Pl 664803
H.argophyllus
Pl 664803
H.argophyllus

Pl 468638
H.anomalus
Pl 468638
H.anomalus
Pl 468638
H.anomalus
Pl 468638

H.anomalus

Pl 649861
H.anomalus
Pl 649861
H.anomalus
Pl 649861
H.anomalus
Pl 649861

H.anomalus

Pl 664638
H.anomalus
Pl 664638
H.anomalus
Pl 664638

H.anomalus

297,33

324,4

288,01

359,14

438,15

437,01

392,9

439,65

424,13

414,91

452,98

450,54

303,24

310,25

329,45

135,76

143,65

129,46

15983k

152,41

150,75

136,44

155,14

135,16

135,8

145,95

147,9

129,68

132,39

142,38

8,0
8,15+0,1

8,2

8,1

8,2
8,16:0,1

10,5

10,6

10,5

10,3
10,47+0,1

11,5

11,2

11,3

11,1
11,27+0,2

8,5

8,6

8,4

4,43

5,64

4,17

6,05

3,07

2,55

3,79

3,94

2,92

7,3

3,49

4,19

3,08

2,98

3,08

6,44

7,78

4,82

Sk

4,04

3,34

4,89

5,53

3,83

7,74

4,11

4,86

6,19

5,78

6,19



Pl 435641
H.bolanderi
Pl 435641
H.bolanderi
Pl 435641
H.bolanderi
Pl 435641
H.bolanderi
Pl 435641
H.bolanderi

Pl 673141
H.bolanderi
Pl 673141
H.bolanderi
Pl 673141
H.bolanderi
Pl 673141
H.bolanderi
Pl 673141

H.bolanderi

Pl 673280
H.bolanderi
Pl 673280
H.bolanderi
Pl 673280
H.bolanderi
Pl 673280
H.bolanderi
Pl 673280

H.bolanderi

349,85

336,21

362,24

381,96

419,19

276,07

308,96

247,49

307,26

273,61

403,85

338,21

342,42

387,9

386,2

132,76

126,22

137,08

145,37

1155537

147,33

159,01

124,07

158,24

144,45

149,21

128,92

130,4

145,98

148,18

32

8,5+0,1

9,6

9,7

9,6

9,6

9,8
9,66+0,1

6,8

7,1

7,3

7,1

6,9
7,04+0,2

9,9

9,6

9,6

9,7

9,5
9,66+0,1

3,93

3,49

4,07

2,65

3,3

2,77

3,81

3,76

5,46

4,26

5,6

3,32

5,55

4,18

4,5

4,46

4,58

5,79

4,57

4,37

4,54

5,36

5,42

6,02

5,89

6,55

5,44

9,5

5,47

5,59



Pl 673294
H.bolanderi
Pl 673294
H.bolanderi
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3,26

6,9
4,24
5,33

3,98
4,77
5,22

6,42
3,67
4,26

Cizelge 4.2. Calismada incelenen aygigegi aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA

icerikleri (pg/2C), giiven araliklar1 ve gruplari

Mean SD
H.neglectus- |6,1 |5,8 |5,9 5,933
673249 0,153
H.neglectus- [6,2 |58 (6 6,2 6,05
435763 0,191
H.neglectus- |6,2 |6,3 |6,3 |64 6,3
468773 0,082
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T*Sx

0,125

0,157

0,067

Confidence

interval

lower

5,808

5,893

6,233

upper

6,058

6,207

6,367

b

Grup

Grup



H.petiolaris |6,3 |6,3 |6,1 |6,2 (69 [6,36
fallax-435817

H.petiolaris |64 |65 (6,3 |64 6,4
fallax-468817

H.neglectus- |6,8 |6,3 |6,3 |64 6,45
435769

H.petiolaris- |6,3 |6,4 [65 |66 |65 (6,46
468842

H.petiolaris- |6,4 (6,7 [6,6 6,566
592359

H.petiolaris- |6,6 |64 |6,6 |6,7 6,575
547210

H.petiolaris- 7,1 |6,3 [6,5 |65 6,6
586928

H.petiolaris- 6,5 |65 |65 |68 (6,8 |6,62
613765

H.petiolaris- |6,8 |6,6 (6,4 |6,7 6,625
597923

H.petiolaris- |6,4 |6,7 |64 |67 |7,1 |[6,66
586931

H.petiolaris- |6,8 |6,7 |6,6 |6,6 6,675
597924

H.petiolaris- |6,9 |6,6 |65 |6,4 (6,7 [6,62
468818

H.petiolaris- |6,9 |6,3 |6,6 |6,7 (69 [6,68
613769

H.petiolaris- |6,5 |6,9 |6,9 |65 (6,6 [6,68
586919

H.petiolaris- |6,7 |6,8 |6,6 |6,7 6,7
649910

H.petiolaris- |6,5 |6,9 |6,6 |65 (7 6,7
586922

H.petiolaris- |6,7 16,9 |6,7 |6,6 6,725
503232
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0,313

0,082

0,238

0,114

0,153

0,082

0,346

0,164

0,171

0,288

0,096

0,192

0,249

0,205

0,082

0,235

0,126

0,256

0,067

0,195

0,093

0,125

0,067

0,283

0,134

0,140

0,236

0,078

0,157

0,204

0,168

0,067

0,192

0,103

6,104

6,333

6,255

6,367

6,442

6,508

6,317

6,486

6,485

6,424

6,597

6,463

6,476

6,512

6,633

6,508

6,622

6,616

6,467

6,645

6,553

6,692

6,642

6,883

6,754

6,765

6,896

6,753

6,777

6,884

6,848

6,767

6,892

6,828

bc

bc

bc

bc

cd

cd

cd

cd

cd

cd

cd

cd

cd

cd

Grup

4.grup

5.grup



H.praecox- 6,8 |6,7 |6,7 6,733
435847

H.petiolaris- |6,8 |6,9 |6,7 6,8
592355

H.petiolaris- |7,2 |6,8 |6,9 |7 6,8 6,94
597922

H.praecox- 7 69 (68 |71 6,95
468846

H.praecox- 71 16,9 |68 |7 6,95
435853

H.praecox- 71 16,9 |7,2 |68 7

435855

H.bolanderi- |6,8 |7,3 (7,1 |7,1 |6,9 (7,04
673141

H.debilis- 72 |73 |72 |71 |7 7,16
649870

H.debilis- 68 |73 |73 |74 (71 |7,18
435654

H.petiolaris- |7,2 |7,1 |7 73 (7,3 |7,18
586911

H.debilis- 75 |74 169 |73 (7,3 |7,28
597908

H.debilis- 71 |72 |73 |73 (74 |7,26
613754

H.debilis- 76 (73 |72 |73 (7,3 |7,34
653611

H.debilis- 73 |73 |73 |75 7,35
613753

H.debilis- 75 (74 |73 |74 7,4
468672

H.argophyllus|7,6 (7,7 [7,9 7,733
-649863

H.porteri- 77 |82 (76 |76 |79 |78
649911
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0,058

0,100

0,167

0,129

0,129

0,183

0,195

0,114

0,239

0,130

0,228

0,114

0,152

0,100

0,082

0,153

0,255

0,047

0,082

0,137

0,106

0,106

0,149

0,159

0,093

0,195

0,107

0,186

0,093

0,124

0,082

0,067

0,125

0,208

6,686

6,718

6,803

6,844

6,844

6,851

6,881

7,067

6,985

7,073

7,094

7,167

7,216

7,268

7,333

7,608

7,592

6,781

6,882

7,077

7,056

7,056

7,149

7,199

7,253

7,375

7,287

7,466

7,353

7,464

7,432

7,467

7,858

8,008

de

de

de

de

de

ef

ef

ef

fg

fg

fg

fg

6.grup

7.grup

8.grup



H.porteri- 83 |75 |79 |83 8

673214

H.argophyllus | 8,3 |8 84 |7,7 8,1
-490291

H.argophyllus|8,2 18,3 |8,1 (8 8,15
-649865

H.argophyllus|8,2 |8,1 (8,2 8,166
-664803

H.argophyllus|8,3 8,2 (8,2 |8 8,175
-468651

H.porteri- 86 |85 |84 8,5
649917

H.anomalus- (8,5 (8,6 |84 8,5
664638

H.niveus- 86 |84 |86 |84 8,5
650020

H.niveus- 84 |85 |86 |86 |85 |8,52
435774

H.niveus- 86 [85 |84 |86 [85 |852
613758

H.bolanderi- |9,9 19,6 |96 |9,7 |95 |9,66
673280

H.bolanderi- 9,7 19,9 |95 |96 |9,6 [9,66
673294

H.bolanderi- |9,6 19,7 |96 |9,6 |9,8 |9,66
435641

H.exilis- 10,3 (9,6 |99 |97 (98 |9,86
649891

H.exilis- 98 (99 |99 (9,7 |10,2]9,9
649901

H.exilis- 98 (9,8 110,2 (9,9 9,925
664633

H.anomalus- (10,5 (10,6 (10,5 | 10,3 10,47
468638
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0,383

0,316

0,129

0,058

0,126

0,100

0,100

0,115

0,084

0,084

0,152

0,152

0,089

0,270

0,187

0,189

0,126

0,313

0,259

0,106

0,047

0,103

0,082

0,082

0,094

0,068

0,068

0,124

0,124

0,073

0,221

0,153

0,155

0,103

7,687

7,841

8,044

8,119

8,072

8,418

8,418

8,406

8,452

8,452

9,536

9,536

9,587

9,639

9,747

9,770

8,313

8,359

8,256

8,214

8,278

8,582

8,582

8,594

8,588

8,588

9,784

9,784

9,733

10,081

10,053

10,080

10,372 10,578

k

k

m

9.grup

10.grup

11.grup

12.grup



H.deserticola- 10,5 | 10,7 |10,7 |10,8 10,67 13.grup
468702 0,126 0,103 10,572 10,778 m
H.deserticola- | 10,6 | 10,8 | 10,8 10,73

649883 0,115 0,094 10,639 10,828 m
H.anomalus- [11,5 [11,2 [11,3 [11,1 11,27 14.grup
649861 0171 0,40 11,135 11,415 n
H.agrestis- |23,3 (23,4 [23,6 23,43

673205 0153 0,125 23,308 23558 p L1o.9rup
H.agrestis- [23,9 [23,4 [24,2 23,83

468415 0,404 0,330 23,503 24,164 p

Yapilan istatistiksel analiz sonuclarina gore aycicegi tiirleri arasinda g¢ekirdek
DNA igerikleri bakimindan gézlenen farkliliklar istatistiki agidan 6nemli bulunmus ve

aycicegi aksesyonlar1 yaklasik 15 gruba ayrilmistir.

Calismada H. neglectus tiiriine ait 4 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlarin
ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 5.93 ile 6.45 pg arasinda degisim gostermektedir.
Yapilan istatistiksel analiz sonucunda 673249 ve 435763 nolu iki aksesyon diger tiim
aksesyonlardan ayr1 olarak tek bir grup olustururken, tiire ait 468773 ve 435769 nolu
diger iki aksesyon farkli bir grup igerisinde yer almistir. Ancak bu grup igerisinde H.

petiolaris tiirii igeride en diisiik DNA igerigine sahip bir ka¢ aksesyon da yer almaktadir.

Calismada H. petiolaris tiriine ait 19 aksesyon incelenmistir. Tiire ait
aksesyonlarn ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 6,36 ile 7,18 pg arasinda degisim
gostermektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda tiire ait aksesyonlarin bir kag alt
gruba sahip biiyiikk bir grup icerisinde yer aldigi gozlenmektedir. H. petiolaris
aksesyonlarindan sadece 586911 nolu aksesyon digerlerinden tamamen kopmadan H.

debilis aksesyonlar1 igerisinde yer almistir.

Calismada H. praecox tiiriine ait 4 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlarin
ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri birbirine olduk¢a benzer olup sadece 6,73 ile 7 pg
arasinda degisiklik gostermektedir. Tiiriin ¢ekirdek DNA icerigi H. petiolaris
aksesyonlarinin olusturdugu grup ile bir birine ¢ok yakin DNA igerigine sahip bir H.
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bolanderi ve tiim H. debilis aksesyonlarinin olusturdugu grup arasinda yer almaktadir.
Calismada kullanilan diger 3 H. bolanderi aksesyonu ise 9.66 pg DNA igerigi ile farkl
bir grup olusturmaktadir. Bu grup igerisinde yer alan 3 aksesyon diger H. bolanderi
aksesyonundan yaklasik 2.4 pg daha fazla DNA igermektedir. Bu sonugta bu tiir
icerisinde farkl: ploidi diizeyine sahip aksesyonlarin oldugunu ya da bu aksesyonlardan

bazilarinin yanlis teshis edildiklerini isaret etmektedir.

Calismada H. debilis tiirline ait 7 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlarin
ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri olduk¢a benzer olup sadece 7,16 ile 7,4 pg arasinda

degisim gostermektedir. Tiirlin aksesyonlar1 bir grup igerisinde yer almaktadir.

Calismada H. argophyllus tiiriine ait 5 aksesyon incelenmistir. Tiire ait
aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA icerikleri 7,73 ile 8,175 pg arasinda degisim
gostermektedir. Tiiriin 649863 nolu aksesyonu 7.73 pg DNA igerigi ile tiiriin birbirine
benzer DNA igerigine sahip diger 4 aksesyonundan (8.10-8.17 pg) daha diisik DNA
icerigine sahip olmasma ragmen tiiriin tiim aksesyonlar1 tek bir grup igerisinde yer

almaktadir.

Calismada H. porteri tiiriine ait 3 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlarin
ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 7,8 ile 8,5 pg arasinda degisim gostermektedir.
Tiirin 649911 ve 673214 nolu iki aksesyonu birbirine benzer DNA igerigine (7.8 ve 8.1
pg) sahip olup, bir grupta yer alirken, tiire ait 649917 nolu aksesyon 8.5 pg DNA igerigi

ile diger iki aksesyondan farkli bir grup igerisinde yer almaktadir.

Caligmada H. anomalus tiiriine ait 3 aksesyon incelenmistir. Tiire ait
aksesyonlarn ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 8,5 ile 11,27 pg arasinda degisim
gosterirken her bir aksesyon farkli bir grup igerisinde yer almistir. Tiir ¢ekirdek DNA
icerigi bakimindan en yiiksek varyasyona sahiptir. Bu sonuclar tiire ait aksesyonlarin ya
da aksesyonlardan bazilarinin tiirler aras1 melez veya aneuploid olabilecegini ya da yanlis

teshis edilmis olabilecegini isaret etmektedir.

Calismada H. niveus tiirline ait 3 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlarin

ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri bir birine ¢ok benzer olup sadece 8,5 ile 8,52 pg
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arasinda degisim gostermektedir. Tiiriin {i¢ aksesyonuda 649917 nolu H. porteri ve

664638 nolu H. anomalus aksesyonlar1 ile birlikte bir grupta yer almustir.

Calismada H. exilis tiirine ait 3 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlarin
ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerikleri bir birine oldukga benzer olup sadece 9,86 ile 9,925
pg arasinda degisim gostermektedir. Tiiriin tiim aksesyonlar1 tek bir grup igerisinde yer

almaktadir.

Calismada H. deserticola tiirtine ait 2 aksesyon incelenmistir. Tire ait
aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri bir birine olduk¢a yakin (10,67 ve
10,73 pg) olup, aksesyonlar ayni grup icerisinde yer almistir.

Calismada H. agrestis tiirtine ait 2 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlar
incelenen aksesyonlar arasinda en yiiksek c¢ekirdek DNA icerigine sahip iken,
aksesyonlarin ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerikleri 23,43 ve 23,83 pg’dir. Aksesyonlar

diger tiim aksesyonlardan farkli bir grup igerisinde yer almistir.

Calismada incelenen H. annuus, H. agrestis, H. anomalus, H. argophyllus, H.
bolanderi, H. debilis, H. neglectus, H. niveus, H. deserticola, H. exilis, H. porteri, H.
praecox ve H. petiolaris tiirlerinin ¢ekirdek DNA igerikleri tarafimizdan ilk defa
belirlenmistir. Arastirmamizda kullanmig oldugumuz tiirlerin ¢ekirdek DNA igerikleri,
daha 6nce degisik arastiricilar tarafindan da belirlenmistir (Sims ve Price, 1985; Baack,
EJ, Whitney, KD, Rieseberg, LH., 2005; Kantar, MB, Gregory J.B., Bock D.G.,
Rieseberg L.H. 2014; Kallamadi ve Mulpuri 2016). Bu tiirlerin ¢alismada belirlenen
cekirdek DNA igerikleri ile literatiirde yer alan degerleri bir birlerine yakin olmakla
birlikte aralarinda belirgin farkliliklar bulunmaktadir (Cizelge 4.1). Bu farkliliklar baz1
tir ve ¢alismaya gore degisiklikler gostermektedir. Bu farkliliklarin nedenleri arasinda
kullanilan aksesyonun, yontemin ve florasan boyanin farkli olmasi sayilabilir. Nitekim
Helianthus cinsi igerisinde yer alan tiirlerde ¢ekirdek DNA igeriklerinin bitkiden bitkiye
gore degistigi, hatta baz1 caligmalarda ayni bitkinin farkl yapraklarinda dahi farkliliklar
goriildiigii belirlenmistir (Baack, 2005; Kantar, 2014), Daha once yapilmis olan
caligmalarin bazilarinda farkli yontem ve florasan boyalar kullanilmigtir (Sims and Price,
1985; Baack , 2005; Kantar vd., 2014; Kallamadi ve Mulpuri 2016). Bunlara ilave olarak
cekirdek DNA analizlerinde standart bitkinin kullanilip kullanilmamasi ve kullanildiysa
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standart bitkinin farkli tiir olmasi da bu farkliliklarin nedenleri arasinda olabilir. Nitekim
Sujatha ve Prabakaran (2006), yaptiklar1 ¢calismada flow sitometri kullanmis olmasina

ragmen standart kullanmamustir.

Calismada ¢ekirdek DNA analizleri bu giin mevcut olan en yeni ve gelismis metot
olan flow sitometri ile gerceklestirilmistir. Buna ek olarak sonuglarin yeterli hassasiyet
ve giivenilirlikte olabilmesi i¢in ¢ekirdek DNA analizlerinde muhakkak kullanilmasi
gereken standart ve DNA' y1 homojen sekilde boyayan florasan boya (propidium iodide)
kullanilmistir. Bu nedenle aygicegi tiirleri i¢in ¢alismada elde edilmis olan ortalama 2C

cekirdek DNA icerikleri ayni tiirler i¢in literatiirde yer alan degerlerden daha giivenilirdir.

4.2. Aycicegi Aksesyonlarmin Cekirdek DNA Icerikleri ile Ploidi Diizeylerinin

Tliskilendirilmesi

Flow sitometri ile yapilan ploidi analizlerinde, flow sitometri ile 6ncelikle ploidisi
belirlenecek olan bitkilerin ¢ekirdek DNA igerigi belirlenmektedir. Daha sonra bitkilerin
¢ekirdek DNA igerikleri sahip olduklar1 kromozom sayilar1 ile iliskilendirilmektedir.
Kromozom sayimmi isleminin ayni cins igerisinde c¢ekirdek DNA igerigi bakimindan
farklilik gésteren bir bitkide yapilmasi yeterlidir. Cekirdek DNA igerikleri benzer olan
diger bitkilerinde ayn1 kromozom sayisina sahip oldugu kabul edilmektedir. Boylece,
sadece bir kag bitkinin kromozomlarmi sayarak biiylik bir koleksiyon igerisindeki yer

alan ¢ok sayida bitkinin ploidi diizeyi hizli ve giivenilir sekilde belirlenmektedir.

Calismada kullanilan 13 aycicegi tiiriine ait toplam 70 aksesyon analiz edilmistir.
Incelenen aksesyonlarm ortalama 2C c¢ekirdek DNA icerikleri 23,83 pg/2C (Pl 468415)
ile 5,93 pg/2C (Pl 673249) arasinda degisim gostermis olup, aksesyonlar sahip olduklar1
¢ekirdek DNA s1 bakimindan yaklagik 15 grup olusturmustur (Cizelge 4.1. ve 4.2).

Bu nedenle caliyma baslangicinda her tiire ait bir (13 bitki) bitkinin mitotik
kromozomlarin1 sayarak tiirlerin ¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidi diizeylerini
iliskilendirmek planlanmigstir. Sitolojik incelemelerde hizli boliinen ve biiyliyen geng kok
ucu meristem dokusu elde etmek ¢ok onemli olup, yeterli miktarda bolinmeye sahip

olmayan kok uclartyla kromozom saymaya elverisli preparat yapmak miimkiin degildir.
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Calisma siiresince kullanilan tiim tiirlerden kdk ucu elde etmeye caligilmistir.
Ancak ¢imlenmeden kaynaklanan sikintilardan dolay1 mevcut oniig tiirden sadece iki tiire
(H. argophyllus ve H. anomalus) ait ii¢ aksesyonun (Pl 490291, Pl 649865 ve Pl 468638)
bitkilerinden sitolojik incelemelere uygun kok ucu elde edebildigimiz i¢in kromozom
sayim1 sadece bu ii¢ aksesyon iizerinde yapilabilmistir. Bu iki tiir disinda kalan on bir
tiriin ploidi diizeyleri daha 6nceden yapilan ¢alismalardaki ploidi diizeyleri dikkate
alinarak yazilmigtir (Sims and Price, 1985; Baack, 2005; Kantar, 2014; Kallamadi ve
Mulpuri 2016).

Yapilan sitolojik incelemelerde ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 8.10 ve 8.15 pg/2C
olan H. argophyllus tiiriine ait her iki aksesyonun ve 10.47 pg/2C olan H. anamolus
aksesyonunun 2n = 2X = 34 kromozoma sahip olduklar1 ve her ii¢ aksesyonunda diploid
oldugu saptanmistir. Aksesyonlarin mitotik kromozomlarinin sayildig: hiicrelerin sahip
oldugu mitotik kromozomlarinin goriintisleri asagidaki resimlerde goriilmektedir

(Cizelge 4.2.).

Tirlerin ¢alismada belirlenmis olan kromozom sayilari ile literatiirde yer alan
kromozom sayilar1 ayn1 olup bir birini teyit etmektedir (Sims and Price.1985; Baack
2005; Kantar, 2014; Kallamadi ve Mulpuri 2016).
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Sekil 4.1. Diploid (2n=34), PI 490291 H. argophyllus’a ait mitoz kromozomlarin

gOorinimil
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Sekil 4.2. Diploid (2n=34), Pl 649865 H. argophyllus’a ait mitoz kromozomlarin

goruniimii

Sekil 4.3. Diploid (2n=34), P1 468638 H. anomalus ’a ait mitoz kromozomlarin goriiniimii

Cizelge 4.3’ de oOnceki calismalarda elde edilen aygigegi tiirlerinin ortalama
cekirdek DNA igerikleri ile bu c¢alismada Olgiilen ortalama c¢ekirdek DNA igerikleri

verilmigtir. Cizelgeden de anlagilacag: lizere,

Cizelge: 4.3. Daha onceki ¢alismalarda elde edilen ortalama cekirdek DNA igerigi
(2C/pg) calismasindaki ortalama ¢ekirdek DNA igeriklerinin (2C/pg) karsilastiriimasi

Tiir ads Kromozom | Belirlenen | Onceki calismalarda Calismada elde
sayist (2n) | ploidi elde edilen ortalama ettigimiz ortalama
¢ekirdek DNA ¢ekirdek DNA
icerikleri (2C/pQ) icerikleri (2C/pg)
H. annuus 34 2X 6,8 6,825
H. deserticola | 34 2X 9,8 10,7
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H. exilis 34 2X 8,8 9,892
H. praecox 34 2X 6,0f 6,92
H. agrestis 34 2X 25,9™ 23,6
H. annuus 34 2X 7,47 6,825
H. anomalus 34 2X 11,52f 10,2
H. argophyllus | 34 2X 8,86™ 8,1
H. bolanderi 34 2X 8,8™ 9,0
H. debilis 34 2X 6,6™ 7,3
H. deserticola | 34 2X 11,28° 10,7
H. exilis 34 2X 96™ 9,892
H. neglectus 34 2X 6,4™ 6,2
H. niveus 34 2X 7,3M 8,5
H. petiolaris 34 2X 6,88 6,7
H. praecox 34 2X 7,06™ 6,92
H. porteri 34 2X 7,56™ 7,4
(m: mikrospektrofotometri, f: flow sitometri)
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

Calismada flow sitometri ile 13 ayg¢igegi tiiriine ait 70 aycicegi aksesyonunun
cekirdek DNA igerigi ve ploidi diizeylerinin belirlenmesi amaglanmis olup, flow
sitometri ile yapilan ¢ekirdek DNA analizleri sonucunda ¢alismada kullanilan 70 aygigegi
aksesyonuna ait bitkilerin 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 24,232 pg/2C (P1468415) ile 5,820
pg/2C (Pl 435763) arasinda degistigi saptanmistir. Bununla birlikte calismada kullanilan
aycicegi tiirlerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igeriginin 23,833 pg/2C (Pl 468415) ile
5,93 pg/2C (Pl 673249) arasinda degistigi sonucuna varilmistir. Calismada, dogru ve

giivenilir bir yontemle diinyada ilk defa ay¢iceginin DNA igerikleri belirlenmistir.

Yapilan analizlerde CV degerlerinin diisilk olmasi analizlerin hassasiyet
derecesini gostermektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu tiirler arasindaki ¢ekirdek
DNA igerigi farkliliklarinin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir. Tiirler
cekirdek DNA igeriklerine gore yaklasik 15 gruba ayrilmistir. Bazi tiirlerin aksesyonlari
oldukca benzer g¢ekirdek DNA igerigine sahip iken, diger bazi tiirlerin aksesyonlari
arasinda nispeten daha biiyiik farkliliklar gézlenmistir. Bu nedenle baz: tiirler gekirdek
DNA igerigi bakiminda diisiik digerlerinin ise yiiksek bir varyabiliteye sahip olduklar1
anlagilmaktadir. Ayrica tiiriin etrafinda bulunan baska bir yabani tiir ile tozlagmasi sonucu

tiir karisiklig1 olabilecegi gibi tiiriin yanls teshis edilmis olmas1 da miimkiindiir.

Calismada kromozomlari sayilan her iki tiirde de 2n=2X=34 kromozom sayilmis
ve tlrlerin diploid oldugu belirlenmistir. Sitolojik incelemelere uygun kok ucu elde

edemedigimiz diger tiirlerin ploidi diizeyleri daha 6nceden yapilmis ¢aligmalardan yola
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cikilarak, 2n=2X=34 kromozom olarak teyit edilmis olup, ¢alismada kullanilan 13 tiiriin

tamamininda diploid oldugu belirlenmistir.

Sonug, olarak uygun yontem, florasan boya, standart ve 6rnek hazirlama teknigi
kullanmak suretiyle flow sitometri ile yapilmis ¢ekirdek DNA analizi sonucu elde edilmis
cekirdek DNA bilgisi; cinsin igerisinde yer alan tiirlerin taksonomik teshisi,
smiflandirilmasi, ploidi analizi, genom yapisy, iligki ve evrimlerinin incelenmesi, 1slah
programlari ve tiirler aras1 melezlerde hibritlerin teshisinde yararli olacagi saptanmistir.
Flow sitometri yonteminin 0zellikle 1slah programlarinda ve taksonomik caligmalarda
morfolojik incelemelerle saptanamayacak tiir karisiliklarmin saptanmasi ve tiirde
heterojen yapida olan bireylerin belirlenmesi agisindan biiyiik kolayliklar saglayacagi

ortaya konulmustur.
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