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Stirekli degismekte olan ¢evre kosullarina karsi diinya niifusu hizla artmaktadir.
Artan niifusunun beslenmesi sorunu genetik kaynaklarin 6nemini ve degerini daha da
arttirmaktadir. Biyolojik gesitlilik basta gida olmak iizere insanlarin temel ihtiyaglarini
karsilamada ¢ok onemli bir yere sahiptir. Yulaf, Gramineae familyasinin Avena cinsi
icerisinde yer almaktadir. Avena cinsi; x=7 temel kromozom sayisina sahip olup, ABCD
genomlarma sahip diploid, tetraploid ve hekzaploid olmak tizere 3 farkli ploidi
diizeyinde tiirleri kapsamaktadir. Calismada, Avena cinsinden 13 farkl: tiire ait 64 tane
aksesyonun ¢ekirdek DNA igeriklerinin flow sitometri yontemi ile belirlenmesi
amaglanmistir.  Flow sitometri analizlerinde Vicia sativa (3.65 pg/2C) ve Hordeum
vulgare (10,7/2C pg) standart olarak kullanmilmistir. Calisma sonucunda; incelenen
tirlerin ¢ekirdek DNA igeriklerinin ortalama olarak A. strigosa 8.61- 8.76 pg/2C, A.
nuda 8.58 — 9.00 pg/2C, A. longiglumus 8.70 — 9.08 pg/2C, A. abyssinica 16.37 — 25.48
pg/2C, A. vaviloviana 16.33 — 16.69 pg/2C, A. murphyi 18.51 — 18.71 pg/2C, A.sativa
25.81 — 26.40 pg/2C, A. sterilis 25.62 — 26.54 pg/2C, A. fatva 25.34 — 26.15 pg/2C, A.
barbata 12.83 — 16.90 pg/2C, A. hirtula 16.16 pg/2C, A. brevis 12.36 — 12-53 pg/2C

e

arasinda degistigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yulaf, Flow Sitometri, Ploidi Seviyesi, Cekirdek DNA

icerigi



ABSTRACT

DETERMINATION OF NUCLEAR DNA CONTENT AND PLOIDY LEVELS
OF AVENA ACCESSION USING FLOW CYTOMETRY

The population of the world is rapidly increasing in response to ever-changing
environmental conditions. The problem of increasing the population is increasing the
importance and value of genetic resources. Biodiversity is very important in meeting the
basic needs of people, especially food. Oat is located on Avena genus of Gramineae
family. The genus Avena has the number of basic chromosomes (x = 7) and includes
three different ploidy species, diploid, tetraploid and hexaploid, with ABCD genomes.
In the study, it was aimed to determine the content of core DNA fragments from 13
different species in Avena by flow cytometry. Vicia sativa (3.65 pg / 2C) and Hordeum
vulgare (10,7 / 2C pg) were used as standard in flow cytometry analyzes. In the results
of working; it was determined that the nuclear DNA content of the examined species
changed on average from among A. strigosa 8.61- 8.76 pg/2C, A. nuda 8.58 — 9.00
pg/2C, A. longiglumus 8.70 — 9.08 pg/2C, A. abyssinica 16.37 — 25.48 pg/2C, A.
vaviloviana 16.33 — 16.69 pg/2C, A. murphyi 18.51 — 18.71 pg/2C, A.sativa 25.81 —
26.40 pg/2C, A. sterilis 25.62 — 26.54 pg/2C, A. fatva 25.34 — 26.15 pg/2C, A. barbata
12.83 - 16.90 pg/2C, A. hirtula 16.16 pg/2C, A. brevis 12.36 — 12-53 pg/2C

Key Words: Oat, Flow Cytometry, Ploidy Level, Nuclear DNA content
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1. GIRIS

Ulke ekonomimizin tarimsal kaynaklarimiza dayali olmasi tarimin en etkin
bicimde degerlendirilmesini zorunlu hale getirmektedir. Buglin Avrupa ve Ortadogu
tilkeleri arasinda tarimsal kaynaklar bakimindan Tiirkiye 6nemli bir iilke durumundadir.
Tiirkiye’de tahillarin ekimi ve iiretimdeki yeri ¢ok dnemlidir (Hisir, 2009). Tahillar
Bugdaygiller (Gramineae) familyasindandir ve kiiltiir bitkileri arasinda ekim alani ve
iiretim olarak diinyada ilk siray1 almaktadir. Genis tiir, ¢esit ve ekotip zenginligi
gosteren tahillarin ¢ok genis adaptasyon yetenegine sahip olmasi, ekim alanlarinin
artmasinda ve buna bagl olarak iiretim miktarlarinin ytiksek olmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. Tahillarin kiiltiir bitkileri igerisinde 6ne ¢ikmasinin bir nedeni de insan
beslenmesinde ¢cok 6nemli bir yere sahip olmasidir (Erbas, 2012).

Tahillar insan beslenmesinde diinyada ve iilkemizde ilk siray1 almaktadir (Hisur,
2009). Diinyada yaklasik 1,5 milyar hektar tarim alaninin 681 milyon hektarinda
(%45,4) tahil ekilmektedir ve 2,4 milyar ton liretim yapilmaktadir. Diinyada en fazla
ekilen tahillar sirasiyla bugday, misir, ¢eltik, arpa, yulaf, cavdar ve tritikale olurken, en
fazla iiretilenler ise musir, geltik, bugday, arpa, yulaf, tritikale ve ¢avdardir. Ulkemizde
ise toplam 24,3 milyon hektar tarim alani bulunmaktadir. Bu tarim alanlarinin 12,1
milyon hektarinda (%49,8) tahil ekilmekte, yaklagik 32,8 milyon ton iiretim
yapilmaktadir (Erbas, 2012).

1.1. Yulaf

Yulafin iklim istegi diger serin iklim tahillarindan daha fazladir. Kiglar1 ¢ok
soguk gecen yerlerde soguktan zarar gdormesi nedeniyle daha ¢ok sahil bolgelerinde ve
dag eteklerindeki ovalarda yetistirilir. Yulaftan elde edilen {iriin veriminin yliksek
olmasi icin bitkinin vejetasyon siiresinde yagislarin iyi dagilmasi, havanin sicakliginin
15 °C nin altinda ve nemin yiiksek olmas1 gerekmektedir (Anonim, 2012). Yulaf tarim
icin en uygun yerler yillik yagis miktarinin 700-800 mm oldugu bélgelerdir. Yulaf

kurakliga dayanikli degildir ve en diisiik bilylime sicakliginda uzun siire kalmas1 gerekir

(http://www.trakyatarim.com/trakya-tarim/files/YY.pdf ; Anonim, 2012).

Toprak istegi yoniinden ¢ok sec¢ici olmayip ¢avdardan sonra toprak seciciligi en
az olan serin iklim tahil bitkisidir. Fakir topraklarda yeterli nem olmasi sartiyla yulaf
yetistiriciligi yapilabilir. Yulaf yetistiriciliginden iyi verim elde etmek i¢in toprakta

yeteri kadar besin maddesinin bulunmasi gerekmektedir. Killi-tinli, kKumlu-bol humuslu

1


http://www.trakyatarim.com/trakya-tarim/files/Y.pdf

topraklar yeterli nem bulunmas: sartiyla yulaf yetistiriciligine uygundur. Yulaf toprak

tuzluluguna da olduk¢a dayanikli bir bitkidir (http://www.trakyatarim.com/trakya-

tarim/files/Y.pdf ; Anonim, 2012). Yulaf, uzun giin rejiminde, kisa sezonda, hizli bir

sekilde cigeklenir ve olgunlasir. Diinyada 40 — 60. enlemler arasindaki yerler temel
yulaf yetistirilen alanlar olup kuzey yarim kiirede Amerika, Avrupa ve Asya’nin
yanisira; giiney yarim kiirede de Giiney Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda’da yulaf
tarimi yapilmaktadir (Karakuzulu, 2015).

Yulaf, Gramineae familyasinin Avena cinsi igerisinde yer almaktadir. Bu cins
igerisinde 35 tiir bulunmaktadir. Kromozom sayilarina gore yulaflar, diploid, tetraploid
ve hexaploid olarak siniflandirilmaktadir. Yaygin olarak kiiltiiri yapilan A. sativa ve A.
byzantina tiirleri, 2n=42 kromozom sayisina sahip olan hexaploid yulaf grubundadir
(Erbas, 2012). Tirkiye’nin Avena sativa ve Avena byzantina’nin gen merkezlerinden
birisi olmas1 nedeniyle iilkemizde bu tiirlere ait cok sayida yerel ¢esit bulunmaktadir.
Yerel gesitler genetik gesitliligi artirmak i¢in énemli gen kaynaklarindandir ve yiiksek
kalitede 6zellikler tasiyan yeni gesitlerin gelistirilmesine olanak saglarlar. Yerel cesitler
arasinda genetik ¢esitliligin ve benzerligin tamimlanmasi gen bankalarindaki
duplikasyonu onlemesi agisindan da olduk¢a 6nemlidir (Hisir, 2009; Aslan, 2015).

Diinya yulaf ekim alanlar1 igerisinde ilk sirayr %30’luk pay ile Rusya
almaktadir. Ikinci ve iigiincii siray1 sirasiyla %25°lik pay ile AB ve %9’luk pay ile
Avustralya ve Kanada almaktadir. En biiyiik yulaf tireticisi ilke USA olup onu Rusya
izlemektedir. Ulkemizin diinya yulaf ekim alanlari icerisindeki pay1 ise %l
civarlarindadir. Diinya ortalama yulaf verimi hektara 2,16 ton olup, en yiiksek yulaf
verimi 2,72 t/ha ile AB iilkelerindedir. Tirkiye’de ise verim 2,32 t/ha ile diinya
ortalama yulaf veriminin lizerindedir. Serin iklim tahillar1 arasinda yulaf, ekim ve
iiretim bakimindan diinyada ii¢lincii sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de ise bugday, arpa
ve cavdardan sonra dordiincii sirada yer almaktadir (Erbas, 2012).

Tiirkiye’de de yulaf veriminin son 10 yilina baktigimizda, yillara gére ¢ok az bir
dalgalanma olmakla birlikte, 2002 yilinda ortalama 180,1 kg/da olan verimin, yaklasik
%50 artigla 2012 yilinda 235,0 kg/da’a kadar yiikseldigi goriilmektedir. Ayni yillarda
Tiirkiye’de ekim alani indeksinin 30’a kadar diismesine ragmen, bu diisiisiin iiretimde
fazla hissedilmemesinde, birim alandan elde edilen verim artiginin etkili oldugunu
sOylenebilir. Bunda yulaf 1slahi1 konusunda yapilan c¢aligmalarla, marjinal alanlarda

yulaf ekilisinin azalmasinin etkili oldugu sdylenebilir (Topal ve ark., 2015).


http://www.trakyatarim.com/trakya-tarim/files/Y.pdf
http://www.trakyatarim.com/trakya-tarim/files/Y.pdf

Tirkiye’de yerel yulaf gen kaynaklarinin degerlendirilmesi amaciyla Eskisehir
Tohum Islah Istasyonu, Yesilkdy Tohum Islah Istasyonu, Ankara Tohum Islah
Istasyonu ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi tarafindan bazi seleksiyon calismalari
yapilmistir. Bu caligmalar sonucunda bazi yerel materyaller secilerek iireticilere
dagitilmistir (Hisir, 2009; Aslan, 2015).

Ulkemizde yulaf genetik kaynaklar1 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii (ETAE)
biinyesinde kurulan Bitki Genetik Kaynaklar1 Bolimii ve Tarim Bakanligi’ na ait
Tiirkiye Tohum Gen Bankasi tarafindan muhafaza edilmektedir. Bu gen bankalarinda
bulunan Avena sativa tiiriine ait 218, Avena byzantina tiiriine ait 94 adet yerel aksesyon
bulunmaktadir. Ayrica, Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nde
(BDUTAE) de 55 adet yerel yulaf aksesyonu bulunmaktadir. Ancak, uluslararasi gen
bankalarinda bu rakamlarin ¢ok ¢ok {istiinde Tiirkiye’ye ait yerel yulaf aksesyon
bulunmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi'na bagli Ulusal Kiiciik
Taneli Bitkiler Koleksiyonu’nda (USDA-NSGC) 837 adet, Kanada’da bulunan Bitki
Genetik Kaynaklar1 Koleksiyonu’'nda (PGRC) 307 adet, Almanya’da bulunan Bitki
Genetik ve Kiiltiir Bitkileri Arastirma Enstitiisii'nde (IPK) koleksiyonunda 216 adet,
Rusya’da bulunan Vavilov Enstitiisii (VIR) Koleksiyonu'nda ise 200 adet Tiirkiye
orijinli yerel yulaf aksesyonu bulunmaktadir (Hisir, 2009; Aslan, 2015).

1.1.1. Yulafin kullanim alanlari

Yulaf diinyada insan ve hayvan besin maddesi olarak kullaniimaktadir.
Tanesindeki karbonhidrat, yag, protein, lif, mineral madde ve vitamin orani yiiksektir.
Protein igerigi %16' ya kadar ¢ikabilir ve ortalama % 6.5 yag oranina sahiptir. Yulaf
tahillar arasinda ham yag oranmi en yiiksek olanlardan birisidir (Hisir, 2009; Erbas,
2012).

Yulaf Tirkiye’de g¢ogunlukla hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Yulaf
tanesinde avenin maddesi bulunmaktadir ve bu madde gen¢ organizmalarin gelismeleri,
atlarda kaslarin giiclenmesi ve siit ineklerinin veriminin artmasini saglar. Bu madde
ayrica tavuklarin birbirinin tliylerini gagalamalarin1 6nlemekte ve civciv dliimlerinin
azalmasina yardimci olmaktadir (Erbas, 2012; Vural, 2009,

http://www.trakyatarim.com/trakya-tarim/files/Y.pdf). Hayvan beslenmesinde yulaftan

en yiiksek faydayi saglamak i¢in, protein ve yag oraninin yiiksek, beta glukan (-

glucan) oraninin ise diisiik olmasi istenmektedir. Ayrica, tahil samanlar1 arasinda en


http://www.trakyatarim.com/trakya-tarim/files/Y.pdf

tyilerden olan yulaf samani, saplarinin daha yumusak, yapraginin daha bol olmasindan
dolay1 bugday ve arpa samanina gore organik ve mineral maddelerce daha zengindir
(Erbas, 2012).

Son yillarda hem diinyada hem de iilkemizde insanlarin gelir ve refah
seviyesinin artmasina bagl olarak saglikli ve dengeli beslenme anlayis1 artmakta, bu
anlayis diger alternatif {irlinlerle birlikte yulafi da 6n plana ¢ikarmaktadir (Hisir, 2009).

Yulaf 1lif iceriginin yiliksek olmasi, kolesterolii diigiirmesi, kroner kalp
hastaliklarina yakalanma riskini azaltmasi gibi insan saglig1 iizerinde dnemli bir bitkidir.
Yapilan arastirmalar insan ve hayvan sagligi acisindan yulafin 6nemli antioxidant
maddeler igerdigi, kolesterolii diisiirticii etki yaptigi, lif ve demir igeriginin yiiksek
oldugunu ortaya konulmustur. Yulaf P, Fe ve Mn'ca zengindir fakat Ca, Cu ve Co
istenilen miktarda degildir. Dane ve yaginda ¢ok az miktarda A, D ve E vitaminleri
bulunmakla birlikte yiiksek beta-glukan igerigi sayesinde giinde 5-10 g yulaf unu
tiikketildiginde kalp hastalig1 riskini azalttig1 bildirilmektedir (Hisir, 2009; Erbag, 2012).
Ayrica yulaf yag asitleri yoniinden oldukg¢a dengelidir ve agirlikli olarak oleik (C18:1)
ve linoleik (C18:2) doymamis yag asitlerinden olusmaktadir. Bunun yaninda oksijenli
aminoasitler Ozellikle de esansiyel aminoasitler olan lisin, metiyonin ve sistein
yoniinden oldukga zengin oldugu bilinmektedir (Topal ve ark., 2015).

Yulafin diger bir kullanim alan1 da endiistride sivi aldehit retimidir. Yulaf
kavuzlarindan elde edilen furfural maddesinden endiistride sivi aldehit yapilmakta ve
aldehit, yag rafinerileri ile plastik yapiminda degerlendirilmekte, ayrica kavuzlarindan
tibbi ilag yapiminda da yararlanilmaktadir. Insan beslenmesinde, yulaf tanesinin protein
ve ¢oziilebilir lif oraninin yiiksek, yag oraninin ise diisiik olmas1 istenmektedir (Hisur,
2009).

Yulaf daha seyrek olmakla birlikte Latin Amerika ve Ingiltere’de bazi
iceceklerin yapiminda da kullanilmaktadir. Ayrica kivam arttirict olarak ¢orba
yapiminda ve kozmetikte de yulaftan yararlanilmaktadir (Vural, 2009).

Yulafin farkli amaglarla kullanimmin giderek artmasi nedeniyle degisik
ekolojilere uygun yiiksek verimli ¢esitlerinin gelistirilmesi ve ekim nébeti icerisinde yer
almas1 durumunda tilkemizde de yulaf tariminin artmasi beklenebilir (Topal ve ark.,

2015).



1.1.2. Tiikiye’de yulaf yetistiriciligi

Yulafin Anadolu’da yetistirilmesi oldukc¢a eskiye dayansa da diger bugdaygillere
gore yulafin insanlar tarafindan bilhassa dane verimi igin yetistirilmesi bugday ve

arpadan sonra olmustur. (http://www.trakyatarim.com/trakya-tarim/files/Y .pdf).

Yulaf yetistiriciligine Selcuklular ve Osmanlilar biiyilk 6nem vermislerdir.
Selcuklu ve Osmanli imparatorlugu’nda atlarin gevik ve kuvvetli olmasi igin yulafla
beslendigi ve genis alanlarda yulaf tarimi yapildig1 belirtilmektedir (Topal ve ark.,
2015). Anadolu’da kitlik yillarinda yulaf ekmeklik tahil olarak kullanilmistir.
Tiirkiye’de en fazla yulaf {iretimi Marmara Bolgesi’nde gergeklesmektedir. Kocaeli ve
Konya illeri tiretiminde ilk sirada olup en fazla verim Yalova ilinde elde edilmektedir

(http://www.trakyatarim.com/trakya-tarim/files/Y.pdf; Anonim, 2012).

1.1.3. Avena taksonomisi

Bitki taksonomisindeki amac¢ diinyadaki bitkileri tiirler, cinsler, aileler vb.
sekillerde diizenlemektir. Taksonominin temel birimi tiirdiir (Ladizinsky, 2012).

Avena cinsi; x=7 temel kromozom sayisina sahip olup, ABCD genomlarina
sahip diploid, tetraploid ve hekzaploid olmak tizere 3 farkliploidi diizeyinde tiirleri
kapsamaktadir. Tiim diploid tiirler ya AA ya da CC genomlarini igerirler. Poliploidlerde
ise genom kompozisyonu AACC tetraploid ve  AACCDD hekzaploid seklindedir
(Erbas, 2012; Vural, 2009; Linares ve ark., 1998). A. sativa olduk¢a biiyiik (11000
Mbp) ve karmasik bir genoma sahip hekzaploid (2n = 6x = 42) bir tiiriidiir. A. sativa
genomu her biri yedi ¢ift kromozom iceren A, C ve D genomlarinin bir araya
gelmesiyle olugsmustur. A ve D genomlar1 birbirlerine olduk¢a yakin iken C genomu ise
A ve D genomlarina nispeten daha uzaktir (Mural, 2009).

Yapilan Karyotip, izozim ve tirler aras1 melezlerdeki mayotik kromozom
analizleri diploid tiirlerin A genomlar1 arasinda farkliliklarin bulundugunu ortaya
koymustur. Molekiiler ¢alismalar A. sativa A ve D genomlarmin diploid, A. strigosa
(As) ile homolog oldugunu gostermektedir. Ancak giiniimiizde, A. sativa i¢in atasal
tetraploid olarak kabul edilen A. maroccana, A. murphyi ve A. insularis (AC) gibi
tirlerin A genomunun A. canariensis (Ac) ve A. weistii (A) diploid tiirlerinden ve C

genomunun da A.clauda (Cp) diploid tiiriinden koken almis olabilecegi diistiniilmiistiir
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(Vural, 2009; Linares ve ark., 1998). RAPD ve AFLP molekiiler belirleyicilerin
kullanildig1 baska bir ¢alismada; AB genomuna sahip tiirlerin As genomlu tiirler i¢cinde
bir alt grup olusturdugunu, AC genomlu tetraploid tiirlerin ise ACD hekzaploidleri ile
birlikte gruplandigini gostermistir. Ayni ¢alismada C genomlu diploid tiirlerin ayr1 bir
grupta yer almasinin Avena cinsinin A ve C genomlarn arasinda bir ayrilma

olabilecegini diisiindiirmektedir (Vural, 2009).

1.2. Bitkilerde Genetik Degisiklikler ve Gen Bankalar:

Degismekte olan c¢evre kosullarina karsi hizla biiyliyen diinya niifusunun
beslenmesi sorunu, genetik kaynaklarin onemini ve degerini giin gegtikce daha da
arttirmaktadir. Biyolojik ¢esitlilik basta gida olmak iizere insanlarin temel ihtiyaglarini
karsilamada c¢ok ©Onemli bir yere sahiptir. 2020 yilina kadar g¢evre Kirliligi, dogal
kaynaklarin siirekli ve yanlis kullanimi sonucu kiiresel biyolojik ¢esitliligin %20’sinin
kaybedilecegi tahmin edilmektedir. Bu kayiplar sonucunda biyolojik c¢esitlilikten elde
edilecek ekolojik hizmetlerinde kaybina neden olmaktadir (Karagoz ve ark., 2010).

Bitkiler evrimsel gelisimleri boyunca hem bulunduklari ¢evre kosullarinin neden
oldugu dogal mutasyonlar sonucunda, hem de ¢evrede bulunan diger bitkilerden
yabanci tozlasma yolu ile meydana gelen bir takim DNA modifikasyonlaria
ugramiglardir. Bu modifikasyonlara ornek olarak bugday ve bazi yem bitkilerinde
diploid, tetraploid ya da hekzaploid ¢esitlerin evrimsel siire¢ i¢inde olusmasi 6rnek
olarak gosterilebilir. Bu genetik modifikasyonlarin nasil oldugu, cins ve tiirler
arasindaki iliskileri hakkinda komperatif (karsilastirmali) genetik olarak isimlendirilen
caligmalarin bu modifikasyonlar ile ilgili ipuglar1 vermesi 6nemlidir (Tiryaki, 2005).

Tiirkiye bitki genetik cesitliligi bakimindan ¢ok 6zel bir konumda yer
almaktadir. Bitkisel genetik cesitliligin zenginligi temel olarak, topografya, iklim ve
diger c¢evre kosullarinin kisa mesafeler icinde degisen biliylik bir c¢esitlilik
gostermesinden kaynaklanmaktadir (Karagoz ve ark., 2010).

Tiirkiye, Onemli Bitki Alanlar1 (OBA) i¢in ulusal bir envanter olusturan ilk iilke
olmustur. Bu envanter 122 Onemli Bitki Alani'n1 listelemektedir. Bu alanlarin doganin
korunmas: ve karsisindaki tehditler agisindan énemini ortaya koyan Tiirkiye nin Onemli
Bitki Kaynaklar1 2004 yilinda Tiirkge olarak yayinlanmistir (Tan, 2010).

Bitkilerde biyolojik ¢esitliligin hem yerinde (in situ) hem de yeri disinda (ex
situ) korunmasi ¢aligmalari, 1960’lardan beri “Bitki Genetik Kaynaklarin/Cesitliligin



Muhafazas1 Ulusal Programi” g¢ergevesinde yiiriitiilmektedir. Bu program, Tiirkiye’de
biyolojik ¢esitliligin/genetik gesitliligin devamina yo6nelik stratejinin olusturulmasi igin
gereken yasal cerceveyi saglamaktadir. EX situ yontemler igcinde yer alan tohum gen
bankalarinda toplanmis olan tohum 6rnekleri temel (uzun siireli) ve aktif (kisa ve orta
stireli) koleksiyonlar halinde vejetatif materyal ise ¢esitli enstitli arazilerinde
olusturulmus olan tarla gen bankalarinda muhafaza edilmektedir. Giiniimiizde, Ulusal
Gen Bankalari'nda 2700°e yakin tiire ait yaklasik 55.000 aksesyon mevcuttur. Bu
materyallerin 20.000’1 2.221 yabani tiire aittir. Tarla Bitkileri Arastirma Enstitlisii’nde,
hem Ulusal koleksiyonlarin giivenlik amaglhi kopyalari hem de yaklasik 10.000 tarla
bitkisi 6rnegi muhafaza edilmektedir. Sonu¢ olarak, toplam aksesyon sayisi iki gen
bankasinda 65.000 civarindadir. /n situ yontemlerle de 3.749.673 hektar alan koruma
altina alinmistir (Tan, 2010; Karagoz ve ark., 2010).

Gen kaynagi olarak toplanmis materyallerin Kkarakterizasyonlar1 yapilmadan
1slah programlarinda etkili bir sekilde kullanilmasi miimkiin degildir. Bu nedenle
toplanan ve gen bankalarinda muhafaza edilmekte olan genetik materyaller bitki
islahgilarinin iglerini hizlandiracak ve kolaylastiracak sekilde oOnceden karakterize
edilmelidir (Kaya, 2010).

1.3. Ploidy Diizeyi Belirleme

Bitkilerdeki 1slah ¢alismalarinda ve performans degerlendirmelerinde ploidi
kavrami hayati 6neme sahiptir. Ploidi, bir hiicredeki kromozom seti sayisidir ve haploid
(X), diploid (2X), triploid (3X), tetraploid (4X) ve/veya poliploid (=X) gibi latince
sayilarla adlandirilirlar. Canlinin ploidi diizeyini bilmek genetik kaynaklarin etkin
kullanimi i¢in oldukg¢a 6nemlidir (Demirdzogul, 2013).

Bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenmesinde ii¢ yontem kullanilmaktadir.

e Fenotipik Gozlemleme

e Kromozom Sayimlari

e Flow Sitometri

1.3.1. Fenotipik gozlemleme

Bitkilerde kromozom sayis1 artisina paralel olarak bitkinin tiim organlarinda bir

irilesme meydana gelmektedir. Ornegin haploid bitkiler diploidlere, tetraploidler ile



daha yiiksek ploidi diizeyinde sahip bitkiler ise diploidlere gére daha biiylik hacimli
olmaktadirlar. Ancak bu metodun en biiyiik sorunu, daha diisiik ploidi diizeyinin yiiksek
performansina sahip bitkinin, yiiksek ploidi diizeyinin diigiik performansh bitkilerinden

ayirt etmede basarisiz olmasidir (Demir6zogul, 2013).

1.3.2. Kromozom sayimlari

Bitkilerin genellikle kok ucu meristem dokularinda yapilan kromozom sayimlari,
nispeten daha tutarli sonuglar vermektedir. Saglikli ve gii¢lii bir gelisme gosteren taze
kok uclarindan alinan 6rnekler, kromozom sayimlari i¢in uygun materyaldir (Kaya,
2010). Bitkilerde mitozun yogunlukla gergeklestigi kok meristemleri kromozom
sayimlar1 i¢in iyi birer ornek toplama bolgesidir. Bu yontem ile yapilan kromozom
sayimlari kesin sonug verir. Fakat boliinen hiicreye gereksinim duyulmasina ilave olarak
yapilan islemlerin uzun siirmesi, el becerisi ve deneyim gerektirmesi yontem igin
onemli bir dezavantaj olusturmaktadir. Ustelik kii¢iik kromozomlu bitkiler igin yanilma
thtimalini yiikseltecegi i¢in ¢ok verimli bir yontem olmadigr bilinmektedir

(Demirézogul, 2013).

1.3.3. Flow (Akim) sitometri

Akim sitometri; bilgisayar teknolojisi, florokrom kimyasi, monoklonal antikor,
optik ve lazer teknolojisini birlestirerek; hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin bir¢ok
fiziksel ve fonksiyonel ozelliklerini, hiicresel seviyede arastirma imkani saglayan bir
aractir (Saraymen, 2011).

Flow sitometri, tek tek hiicrelerin veya diger biyolojik partikiillerin bir alici
cihaz tarafindan bir sivi igerisinde tek sira halinde alinarak bu hiicrelerin veya
partikiillerin fiziksel veya kimyasal 6zelliklerinin 6l¢iildiigii bir yontemdir. Bu yontem
dort ayr1 komponentten olusur. Bunlar;

1. Isik kaynagi ve focus yapan mercekler

2. Akim sistemi

3. Sinyal detektorleri ve doniistiirtictiler

4. Bilgi toplama, depolama ve analiz i¢in bilgisayar sistemi (Demirel, 1995)

Flow sitometri giiniimiizde ploidy analizlerinde kullanilan, en kolay, hassas,

hizli ve ekonomik yontemdir. Bu 6zelliklerinden dolayr flow sitometri bitki ve



hayvanlarda ploidy analizi yapilmak istendiginde en ¢ok tercih edilen yontemdir.
Ozellikle, populasyonlar igi ploidi diizeyi varyasyonu durumunda oldukga hizli ve etkin
bir alternatiftir (Kaya, 2010).

Flow sitometri 151k mikroskopi ile kiyaslaninca ¢ok daha fazla hiicreyi daha kisa
stirede inceleme firsati vermesiyle avantaj saglamaktadir. Flow sitometri yontemi ile 1
saniyede yaklasik 500 hiicre sayilabilir ve ortalama 10.000 hiicreyi 20 saniyede analiz
edebiliriz (Taneli, 2007).

Flow sitometri hiicrelerin floresan detektorlerinden gegerken sogurdugu 1sik
miktarmni temel alarak ploidi diizeyi 6l¢iimii yapan bir sistemdir. Yontemin gegmisi
otomatik floresan yonteminin bulunmasina dayanir. Bu yontemde genellikle pargalanan
yapraklar kullanilir. Yapraklar parcalama sirasinda c¢ekirdeklerini disar1 birakirlar.
Serbest kalan ¢ekirdekler floresans boyalar ile boyanir ve bu sekilde ¢ekirdek DNA
miktar1 belirlenir. Bu islemde yaklasik 10 bin hiicre ¢ekirdeginin ortalama DNA
yogunlugu belirlenir. Ploidi seviyesi artan bitkinin igerdigi genetik materyalin fazla
olmas1 esasmna gore bitkide ploidi seviyesi Ol¢iimii yapilabilir. Bu sayede ploidi

seviyeleri daha kesin ve net bir sekilde ortaya konur (Demirdzogul, 2013).

1.4. Calismanin Amaci

Bu tez caligmasinin amaci; Tirkiye ve diger bazi iilkelerden toplanmis, USDA-
GRIN sisteminden temin edilen yulaf tiirlerine ait aksesyonlarin flow sitometri yontemi
ile ¢ekirdek DNA igeriklerini belirlemek ve aksesyonlarin ploidi diizeyleri, safiyetlik

dereceleri ve etiket bilgilerini teyit etmektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bitkilerin sahip oldugu tiim kromozomlar hiicre ¢ekirdeginde bulunmaktadir.
Bu nedenle, ¢ekirdek DNA miktar: ile ploidi diizeyi arasinda siki bir dogrusal iligki
mevcuttur. Cekirdek DNA igerigine gore ploidi analizi giderek yayginlagmaktadir.
Bitkilerde ¢cekirdek DNA miktarlar1 feulgen mikrospektrofotometri ile belirlenmekteydi.
Fakat glintimiizde, kolayligi, hiz1 ve hassasiyetinden dolay1 flow sitometri ploidi
analizleri ile DNA miktarlar1 belirlenmektedir (Tuna ve ark. 2016).

Flow sitometri, kok u¢ kromozomu sayimindan daha hizli ve daha dogru ploidi
seviyesi belirlenmesini  sagladigi  gorilmiistir. Ploidi  seviyesi  belirlenmesi,
arastirmacilarin projelerine daha uygun bir sekilde gen kaynaklarinin tespit etmelerini
ve talep etmelerini saglayacaktir. Ploidi seviyesini belirlemede kullanilan geleneksel
yontemler ¢cok yavas ve fazla is giicii gerektirdiginden dolay1 ¢ok sayida drnegin ploidi
seviyelerini belirlemede yeterince pratik ve kullanish degildir. Kromozomlar kiigiik ve
ploidi seviyesi yiiksek olan tiirlerde kromozom saymanin zor olmasi hatali sonuglara ve
siniflandirmaya neden olabilmektedir (Brummer ve ark., 1999). Rayburn ve ark. (1989)
yaptiklar1 c¢aligmada, flow sitometri yonteminin hizl, giivenilir, kolay ve ucuz
olmasindan dolay1 ploidi seviyesi belirlenmesinde bu yontemi kullanmislardir.

Flow sitometride numune hazirlama genellikle sadece birka¢ dakika siirer ve
pahali reaktifler gerektirmez. Analiz hizlidir ve kisa siirede temsili ¢ekirdek sayilari
Ol¢iilebilir. Numuneler tipik olarak yalnizca birkag on miligram bitki dokusundan
hazirlanir; dolayisiyla yontem genellikle tahribatsiz ve kiiglik bireylerin analizi igin
uygundur. Ploidy tahmini i¢in 6nemli bir avantaj ise boliinen hiicreler igeren dokularin
gerekli olmadigidir. Cekirdeklerin tek tek 6l¢iildiigli gercegi, eszamansiz olarak bdliinen
hiicrelere sahip numunelerin analizini ve farklit DNA igerikleri olan alt popiilasyonlar
tespit etmeyi kolaylastirir (Dolezel ve ark. 2007).

DNA miktar1 bir bitkinin hiicreleri arasinda ve ayni tiir igindeki bireyler
arasindaki degisiklikleri gostermez. Bu sebepten dolayr DNA miktar tiirlere 6zeldir.
DNA miktar1 tiire 6zel olmasindan dolayr taksonomi, evrim ve molekiiler genetik
caligsmalarinda kullanilan 6nemli bir parametredir. DNA miktar1 C harfiyle gosterilir ve
pikogram cinsinden ifade edilir. 1 pg 980 Mbp olarak doniistiiriilebilir. Bir bitkinin
hiicreleri arasinda ve ayni tiiriin farkli bieyleri arasinda genom basina ¢ekirdek DNA

miktar1 sabit kalmaktadir. Bu nedenle ¢ekirdek DNA miktarlar tiirlere 6zel olmaktadir.
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Bunun sonucunda ¢ekirdek DNA's1 degerleri sitotaksonomi ve evrim calismalari i¢in
onemli bir temel bilgi olusturmaktadir (Bennett ve Leitch, 1995).

Flow sitometri, bitkilerde niikleer genom boyutunun tahmini i¢in yaygin olarak
kullanilan uygun ve hizli bir yontemdir. Genel beklentilerin aksine, farklhi
laboratuvarlarda elde edilen sonuglarda bazi ¢arpici tutarsizliklar goriilmiistiir. Dolezel
ve ark. (1998) yapmis olduklart c¢alismada, yontemlerin giivenilirligini ve
tekrarlanabilirligini sinamay1 amaglamigtir. Niikleer DNA igerigi, genom boyutunun
tipik bir araligini1 temsil eden dokuz bitki tiirlinde tahmin edilmistir (2C = yaklasik 03-
30 pg DNA). Bu ¢alismaya katilan dort laboratuvarin her biri, ¢ekirdek izolasyonu igin
farkli bir tampon ve / veya prosediir kullanmistir. ki laboratuvar lambay1 kullanan
aletleri kullanirken diger ikisi lazer tabanli aletleri kullanmistir. Cekirdeklerin
propidyum iyodiir (bir DNA interkalatorii) ile lekelenmesinden sonra elde edilen
sonuglar, Feulgen yogunluk 6l¢iimii kullanilarak elde edilenlerle uyum saglamistir. Ote
yandan, DAPI ile boyandiktan sonra elde edilen sonuglar (tercihan AT zengini bolgelere
baglanma), Feulgen yogunluk ol¢ciimii kullanilarak elde edilenlerle ayni degildir.
Bireysel enstriimanlarla elde edilen veriler arasinda kiigiik ancak istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar bulunmustur. Ayni tipteki enstriimanlar arasindaki farkliliklar g6z
ardi edilebilirken, lambaya ve lazere dayali enstriimanlar arasinda daha biiylik
farkliliklar gozlemlenmistir. Lazer enstriimanlariyla elde edilen floresan yogunlugunun
oranlari, lamba tabanli sitometreler veya Feulgen yogunluk ol¢iimii ile elde edilen
oranlardan daha yiiksektir. Bu calismada elde edilen sonuclar, DNA ara baglayicilari ile
flow sitometrinin, bitkilerde niikleer genom boyutunun tahmini igin gilivenilir bir
yontem oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, calisma, standartlar tizerinde
bir anlagmaya acil bir ihtiya¢ oldugunu dogrulamistir. Farkli tipteki flow sitometreleri
arasindaki kiiclik fakat sistematik farkliliklar g6z Oniine alindiginda, genom
boyutundaki c¢ok kiiciik farklarin analizi aymi laboratuarda ve ayni cihazi kullanarak
yapilmasi gerekmektedir.

Ozkan ve ark. (2010)'nmn yaptiklar1 calismanin temel amaci, Tiirkiye'de son
zamanlarda Orneklenen diploid ve tetraploid yabani bugday popiilasyonlarinda
cinsiyetler arast ve cinsiyete bagli genom boyut varyasyonlarinin kapsamini
degerlendirmek ve popiilasyon basina ortalama genom boyutunun cografik ve biyoiklim
degiskenleri ile korele olup olmadigini belirlemektir. Niikleer DNA igerigini belirlemek
icin FCM teknigini kullanmiglardir. Yapilan ¢alismalar, FCM'nin Triticeae tiirlerinde

ploidy seviyesini ve genom boyutunu belirlemek igin basarili bir sekilde
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kullanilabilecegini gostermistir. FCM i¢in bilinen bir DNA igerigine sahip standart
secimi, bilinmeyen 6rneklerin DNA igerigini tam olarak tahmin etmek i¢in dnemlidir.
Bu nedenle, bir i¢ referans standardi olarak arpa (H. vulgare, ¢esit Sladoran, 5.325 pg /
1C) kullanmiglardir. Arpa, analiz edilen tiim bugday tiirleri i¢in uygun bir DNA
igerigine sahip oldugu i¢in se¢ilmistir. Bu standardi kullanarak, FCM'nin yabani bugday
tirlerinde kiiclik niikleer DNA miktarindaki farkliliklar1 saptamak igin gilivenilir ve
oldukga hassas bir yontem oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alismada bulunan niikleer DNA
icerigi (pg / 1C cinsinden), daha Once yayinlanan bugday degerleriyle uyumludur.
Bununla birlikte, 6nceki caligmalarla karsilastirildiginda tutarsizliklar goézlenmistir
(Ozkan ve ark. 2010).

Demirézogul (2013) yaptig1 calismada flow sitometri metodu ile Medicago
tiirline ait bireylerin ¢ekirdek koleksiyonlarmin ploidi seviyelerinin tespit edilmesi
amaclanmistir. Ayrica koleksiyondaki populasyonlarin tohum durumlart ve alttiir
temsili degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda 34 adet M. falcata aksesyonu
degerlendirilmis ve biiyiik cogunlugunun tetraploit oldugu tespit edilmistir. Toplam 189
adet yonca aksesyonuna ulasilarak bunlarin ploidi diizeyleri flow sitometri ile tayin
edilmistir. Bu 189 aksesyondan 14 tanesinin (%7,5) diploit, 172 adetinin (%91)
tetraploit oldugu goézlemlenmistir. 3 aksesyonda ise (%1,5) aksesyon i¢i ploidi diizeyi
varyasyonlarina rastlanmustir.

ABD Tarim Bakanligi Ulusal Bitki Genetik Kaynaklar Sistemi (USDA-GRIN)
yoncanin bir genetik koleksiyonunu toplamustir. Fakat bu biiyiikk koleksiyon igerisinde
populasyonlarin ploidi diizeyi genellikle bilinmemektedir. Bu durumda yapilan
taksonomik ayrigma ise kesin olamamaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda bir¢cok
aksesyonun yanlis siniflandirildigr goriilmiistiir. Kaya (2010) yaptig1 tez ¢aligmasinda
Tirkiye’de yetisen Medicago sativa subsp. varia’nin ploidi diizeyleri ve DNA
miktarlarinin belirlenmesini amaglamistir. Bu ¢alisma yoncanin DNA miktar1 ve flow
sitometri kullanilarak yapilmis bilinen ilk karsilastirmali c¢alismasidir. Yapilan
calismada tim variyeteler tetraploid ¢ikmistir. Buda ploidi diizeyi seviyesinde
populasyonlarin dogru olarak tasniflendigini gostermektedir. Ploidi diizeyi tespitinin en
biiylik katkisi yoncanin tetraploid oldugunun dogrulanmasi ve 1slah pogramlarinda
kullanilabilmelerinin 6nii acilmistir. Daha Once kromozom seviyesinde yapilmig
calismalarda esit ploidi seviyelerinde kromozom bantlanma figiirlerinde ve kromozom

boyutlarinda degisiklikler rapor edilmistir. Bu degisikliklerin  DNA miktarina
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yansimasinin arastirilmas: alttiir diizeyinde DNA miktarindaki (varsa) degisiklik igin
aydinlatic olacaktir (Kaya 2010).

Avena cinsi taninmig tiirlerin ¢ogunda bildirilen genom boyutlari, bu 6nemli
tirler arasindaki evrimsel iligkilerin daha fazla karakterize edilmesine yardimci olmak
icin tutarli ve giivenilir benchmarklar saglamalidir. Dahasi, bu tahminler, gelecek
haritalama ve genom siralandirma ¢abalarinin planlanmasin1 ve kalibrasyonunu
kolaylastiracaktir. Avena cinsinde Onemli ¢esitliligin pek c¢ok ulusal germplaz
koleksiyonunda korunmus olmast sanslidir, ancak bazi tiirlerin iiyelik sayisi oldukca
simirhdir. Avena cinsinde cesitliligin daha fazla karakterize edilmesi, gelecekteki
verilerin toplanmasi, korunmasi ve kullanimu ile ilgili kararlar alinmasi i¢in gereklidir.
Yan ve ark. (2016) yaptig1 calismada Avena’nin 26 tiirlinden 99 katilimda genom
biiytlikliigiinde kesin tahminlemeler incelenmistir. Calismada C genom diploid tiiriinde
(2C =10.26 pg) ortalama genom biiyiikliigliniin A genom tiiriinden (2C = 8.95 pg) %15
daha biiyiik oldugu ispatlanmistir. Bu muhtemel farkliliklar AB <AC<CC (sirasiyla
ortalama 2C = 16.76, 18.60 and 21.78 pg) tetraploid tiirler arasindaki biiyiikliiklerin
ilerlemesi i¢in hesaplanmigtir. ACD genom sekilleri ile 3 hekzaploid tlirden tim
katilimlarin ortalama 2C=25.74 pg genom biiylikliigline sahip oldugu tespit edilmistir.
Genom biiyiikligi ¢ogunlukla tiirlerde tutarhidir. Sonu¢ olarak Avena’da poliploid
tiirlerin ¢cogu diploid atalariyla baglantili genom kiigiilmesi olarak tecriibe edilmistir.
Genom biiyiikliigii 6l¢limii gen kaynaklar1 koleksiyonlarinda tiirlerin kimlik saptamasi
i¢in ilaveten kalite kontrol saglayabilir. Ozellikle her durumda diploid ve poliploid

tiirler benzer morfolojilere sahiptir (Yan ve ark. 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Tarim Bakanligi

giinlik kontrolleri yapilmistir. Calisma kontrolsiiz sera (plastik sera) sartlarinda

yuriitilmistir. Calismada kullanilan Avena cinsine ait aksesyonlarin numaralar1 ve

Dordii Tirkiye’de bulunan toplam 13 farkli Avena tiiriine ait tohumlar ABD
(USDA-GRIN)

koleksiyonundan temin edilmistir. Tohumlar torf kullanilarak multipodlara ekilmis ve

Ulusal

Bitki

kullanilan bitki sayis1 Cizelge 3.1.”de verilmistir.

Genetik  Kaynaklar

Sistemi

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Avena cinsine ait aksesyonlar

Tur Aksesyon Ploidi | 2C deeri | Standart | L. Alt Ust Smmir
No seviyesi | (pg DNA) | Sapma Alt Ust
A. brevis P1 83719 2n=2x 12.36 0.13 | 0.15 | 12.21 | 12.49
A. brevis P1 158204 | 2n=2x 12.39 0.15 | 0.18 | 12.21 | 12.54
A. brevis P1 258542 | 2n=2x 12.41 0.07 | 0.08 | 12.33 | 12.48
A. brevis P1 266826 | 2n=2x 12.42 0.14 | 0.16 | 12.26 | 12.56
A. brevis P1 258544 | 2n=2x 12.48 0.07 | 0.08 | 12.40 | 12.55
A. brevis P1 258545 | 2n=2x 12.48 0.17 | 0.20 | 12.28 | 12.65
A. brevis P1 258543 | 2n=2x 12.48 0.17 | 0.20 | 12.28 | 12.65
A. brevis P1573533 | 2n=2x 12.49 0.17 | 0.19 | 12.29 | 12.66
A. brevis P1119009 | 2n=2x 12.53 0.08 | 0.09 | 12.44 | 12.61
A. hirtula P1657464 | 2n=2x 16.16 0.34 | 039 | 15.77 | 16.5
A. longiglumis | Clav 9071 | 2n=2x 8.70 0.28 032 | 838 | 8.97
A. longiglumis | Clav 9087 | 2n=2x 8.80 0.21 0.24 | 857 | 9.01
A. longiglumis | P1282730 | 2n=2x 8.92 027 | 031 | 861 | 9.19
A. longiglumis | P1 367390 | 2n=2x 8.96 023 | 027 | 869 | 9.19
A. longiglumis | Clav 9089 | 2n=2x 9.02 0.1 0.11 | 891 | 9.11
A. longiglumis | Clav 9088 | 2n=2x 9.08 0.55 0.63 | 845 | 9.63
A. nuda Clav 9008 | 2n=2x 8.58 0.2 0.23 | 835 | 8.79
A. nuda Clav 9010 | 2n=2x 8.74 048 | 055 | 819 | 9.22
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan Avena cinsine ait aksesyonlar (Devam)

Alt Ust Simir

Tur M | seuivest | (paDNA) | tsapma | TS [TAL T Us
A. nuda Clav 9009 | 2n=2x 8.78 0.25 0.28 | 850 | 9.03
A. nuda Clav 9047 | 2n=2x 8.93 0.36 042 | 851 | 9.29
A. nuda P1401795 | 2n=2x 9.00 0.36 041 | 859 | 9.36
A. strigosa Clav 1782 | 2n=2x 8.61 0.55 0.64 | 797 | 9.16
A. strigosa Clav 7280 | 2n=2x 8.61 0.17 0.19 | 841 | 878
A. strigosa Clav 2520 | 2n=2x 8.64 0.36 042 | 8.22 9
A. strigosa Clav 5082 | 2n=2x 8.67 0.08 0.09 | 859 | 875
A. strigosa P1131695 | 2n=2x 8.74 0.23 0.27 | 8.47 | 8.98
A. strigosa Clav 2514 | 2n=2x 8.76 0.03 0.04 | 873 | 879
A.ventricosa | PI 657337 | 2n=2x 9.76 0.08 0.09 | 9.67 | 9.84
A.ventricosa | P1 657338 | 2n=2x 9.81 0.17 0.20 | 9.61 | 9.98
A. abyssinica | P1 411306 | 2n=4x 16.37 0.24 | 0.27 | 16.09 | 16.61
A. abyssinica | P1 411169 | 2n=4x 16.41 0.14 | 0.16 | 16.26 | 16.55
A. abyssinica | P1 411313 | 2n=4x 19.17 4.56 525 | 13.92 | 23.73
A. abyssinica | P1 411314 | 2n=4x 24.98 0.25 0.28 | 24.7 | 25.23
A. abyssinica | PI 411150 | 2n=4x 25.48 0.19 0.22 | 25.27 | 25.67
A. barbata PI1 377777 | 2n=4x 12.83 0.06 0.07 | 12.76 | 12.89
A. barbata PI1 377779 | 2n=4x 12.91 0.09 0.10 | 12.8 13
A. barbata P1 337774 | 2n=4x 16.25 0.20 0.23 | 16.03 | 16.45
A. barbata Pl 411376 | 2n=4x 16.55 024 | 0.28 | 16.27 | 16.8
A. barbata Pl 411374 | 2n=4x 16.90 0.13 0.14 | 16.75 | 17.02
A. murphyi P1 657382 | 2n=4x 18.51 0.43 0.49 | 18.02 | 18.94
A. murphyi P1 657356 | 2n=4x 18.58 0.12 0.14 | 18.43 | 18.7
A. murphyi P1 657355 | 2n=4x 18.59 0.04 | 0.05 | 18.54 | 18.63
A. murphyi P1 657381 | 2n=4x 18.59 0.28 0.32 | 18.27 | 18.87
A. murphyi P1 657383 | 2n=4x 18.71 0.08 0.09 | 18.62 | 18.78
A.vaviloviana | Pl 412733 | 2n=4x 16.33 0.11 0.12 | 16.21 | 16.43
A.vaviloviana | PI1 412760 | 2n=4x 16.43 0.08 0.09 | 16.34 | 16.51
A.vaviloviana | Pl 412753 | 2n=4x 16.44 0.03 0.03 | 16.4 |16.47
A.vaviloviana | Pl1 412761 | 2n=4x 16.45 0.35 041 | 16.04 | 16.8
A.vaviloviana | Pl 412736 | 2n=4x 16.69 0.26 0.30 | 16.4 |16.95
A. fatua Pl 411470 | 2n=6Xx 25.34 0.26 0.30 | 25.04 | 25.6
A. fatua Pl 411471 | 2n=6Xx 25.40 0.47 0.54 | 24.86 | 25.87
A. fatua Pl 411476 | 2n=6Xx 25.95 0.61 0.71 | 25.25 | 26.57
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan Avena cinsine ait aksesyonlar (Devam)

Tur Aksesyon Ploidi | 2C degeri (pg | Standart | T*S | Alt Ust Simr
No seviyesi DNA) Sapma X Alt Ust
A. fatua Pl 411477 | 2n=6x 26.09 0.77 0.8 | 252 |26.85
A. fatua Pl 411472 | 2n=6x 26.15 0.76 0.8 | 25.28 | 26.91
A. sativa Pl 411402 | 2n=6x 25.81 0.33 0.3 | 2543 | 26.14
A. sativa Pl 411414 | 2n=6Xx 25.86 0.52 0.6 | 25.26 | 26.38
A. sativa Pl 411415 | 2n=6x 25.95 0.17 0.1 | 25.75 | 26.12
A. sativa Pl 411401 | 2n=6x 26.30 0.18 0.2 | 26.1 |26.48
A. sativa Pl 411407 | 2n=6x 26.40 0.44 05| 259 |26.84
A. sterilis Pl 412601 | 2n=6x 25.76 0.27 0.3 | 25.44 |26.03
A. sterilis Pl 412572 | 2n=6x 25.93 0.22 0.2 | 25.68 | 26.14
A. sterilis Pl 412571 | 2n=6x 26.14 0.32 0.3 | 25.77 | 26.46
A. sterilis Pl 412595 | 2n=6x 26.31 0.31 0.3 | 25.95 | 26.62
A. sterilis Pl 412590 | 2n=6x 26.54 0.30 03| 26.2 |26.84
3.2. Yontem

3.2.1. Flow sitometri analizi

Aksesyonlarm ¢ekirdek DNA igerikleri analizleri, Nanmik Kemal Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Bolimii Sitogenetik Laboratuvari'nda bulunan flow
sitometri cihazi ve FloMax analiz programi (Partec, Miinster, Almanya) kullanilarak
yapilmistir. Cekirdek DNA analizi serada yetismekte olan (3-4 haftalik) bitkilerden elde
edilen taze yaprak dokular1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizler her aksesyon igin
3 bitki iizerinde ayr1 ayr1 yapilmis ve aksesyon ortalamasi hesaplanmistir. Analizlerde
3.65 pg2C™* cekirdek DNA icerigine sahip Vicia sativa ve 10.7 pg2C™ cekirdek DNA
icerigine sahip Hordeum vulgare standart olarak kullanilmistir. Analizlerde PARTEC
firmasinin hazir kitleri kullanilmig ve {iretici firmanin protokolii takip edilmistir.

Analizlerde su asamalar takip edilmistir;

1-Standart ve ornek bitkiden alman yaprak dokular (yaklasik olarak 0.5 cm?
biiyiikliigiinde) petri kabma konularak tiizerilerine 500 ul ¢ikartma tamponu ilave
edilmistir [dokular 1 (6rnek)/ 2,5 (Vicia sativa) ve 1 (6rnek)/ 2 (Hordeum vulgare)

oraninda alinmistir]
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2-Dokular, keskin jilet ile kiigiik parcalara ayrilana kadar (30-60 saniye) pargalanip
hazirlanan 6rnek, petri kabi igerisinde 15-20 saniye ¢alkalandiktan sonra 30-40 saniye
petri kabinda bekletilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Aksesyonlarin petri kabinda kesilip pargalanditan sonra bekletilmesi

3-Ornek, 30 pm CellTrics filtre kullanilarak tiip igerisine siiziiliir ve iizerine 6nceden
hazirlanmis renklendirme soliisyonu (2ml) eklenerek karanlik ortamda 30-60 dakika
inkiibe edildikten sonra inkiibasyon sonunda 6rnekler flow sitometri cihazinda analiz
edilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Orneklerin CellTrics filtrelerden siiziilmesi renklendirme soliisyonu
eklenmesi karanlikta inkiibe edilmesi ve flow sitometride analiz edilmesi

4- Renklendirme soliisyonun hazirlanmasi: Calismaya baslamadan 6nce her bir 6rnek
icin 2 ml renklendirme tamponu, 6ul RNAse stok soliisyonu ve 12 pl PI (Propidium

lodide) stok soliisyonu karistirilarak renklendirme soliisyonu hazirlanmastir.

3.2.2. Aksesyonlarin cekirdek DNA iceriklerinin hesaplanmasi:

Cekirdek DNA igerigi mutlak olarak belirlenmek istendiginde; 6rnegin DNA
igerigi, DNA igerigi bilinen bir standart bitki ile kiyaslanir. Bu durumda standart
bitkinin dokularida analiz edilecek 6rnege ait dokular ile birlikte ayn1 anda hazirlanir.
Bu sekilde hazirlanmis bir 6rnek analiz edildiginde elde edilecek olan flow histogramda
4 pik gozlenir. Bu piklerden ikisi analiz edilen 6rnege diger ikisi de standart bitkiye

aittir. Piklerin hangilerinin 6rnege hangilerinin standarda ait oldugunu saptamak icin
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ornek ile standardin dokularindan hazirlanmig numuneler 6nce ayri olarak analiz edilir

ve piklerin yerleri gozlenir.

100 Peak  Index Mean  Asea Areas  CV'% ChiSqu
1 1000 6764 577 1851 29 071
2 2454 16670 T4 24 B2 349 o
3 583 39817 1685 5400 259 0T
4 11,325 76938 a3 268 278 o
80
& Avena strigosa
. G1 Piki
2 — Vicia sativa
“ G1 Piki
40 (Standart)
) u
¥ . U ] L L. JE| S
} 7 i ) "
0 - et e - LE T -
a 200 4050 GO0 a0 1000
FL2 532-30

Sekil 3.3. Avena strigosa ile standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait G1
piklerinin birbirine gére pozisyonlari.

Bir 6rnegin mutlak ¢ekirdek DNA igerigi, ornek ile secilen standardin Gl
piklerinin floresan yogunluklarina ait degerler kullanilarak asagidaki formiil araciligiyla

pikogram olarak hesaplanir.

Ornek bitkinin floresans yogunlugu
DNA miktari= x standart bitkinin DNA igerigi
Standart bitkinin floresans yogunlugu

Histogram {izerindeki degerler formiilde yerine kondugunda

Ornek DNA igerigi (Avena strigosa) = (396.17 / 166.70) x 3.65 = 8.67 pg/2C DNA
3.2.3.istatistiki Analiz

Calismada kullanilan Avena aksesyonlarina ait elde edilen floresan degerlerinin

istatistiki analizi Cizelge 3.1.°de verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igeriklerinin 8.61 — 26.54 pg/2C arasinda degistigi

Flow sitometri

analizleri

sonucunda; Avena cinsinden 13 ture ait olan

belirlenmistir. Tiirlere gore sonuglar incelendiginde;

-Avena strigosa: Calismada bu tiire ait 6 aksesyonun herbirinden 3’er bitkinin ¢ekirdek
DNA igerigi analiz edilmis ve ortalamasi alinmuistir.
tiirtiniin ¢ekirdek DNA igeriginin 8.61 — 8.76 pg/2C (ort.: 8.68 pg/2C) arasinda degistigi
ve tiire ait tiim aksesyonlarin ploidi diizeylerinin diploid (2n= 14) oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.1.). Flow sitometri analizlerinde elde edilen pik o6rnegi Sekil 4.1.°de

verilmistir.

Analiz sonucunda; A. strigosa

Cizelge 4.1. Avena strigosa aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi

diizeyleri
Sira Cekirdek DNA i¢erigi (pg/2c) Kromozom | Ortalama
No: + Standart
- | Akses. No: 1.Bitki | 2.Bitki | 3.Bitki | Ort. sayisi Sapma
1 Clav 1782 7,99 8,78 9, 06 8.61 2n=2x=14 8.61+0.55
2 Clav 2514 8,79 8,73 8,77 8,76 2n=14
3 Clav 2520 8,25 8,96 8,71 8,64 2n=14
4 Pl 131695 8,48 8,93 8,82 8,74 2n=14
5 Clav 5082 8,67 8,75 8,60 8,67 2n=14
6 Clav 7280 8,49 8,80 8,53 8,61 2n=14
Maksimum: 8.76 pg/2C Minimun: 8.61 pg/2C Ortalama: 8.68 pg/2C
100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 G794 S7T 1851 029 [l
2 2454 16670 T4 2482 249 [ |
3 5831 IMGT 1665  54.00 259 07
4 11325 76938 83 268 278 (L
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Sekil 4.1. Avena strigosa ile standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait G1

piklerinin birbirine gore pozisyonlari
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-Avena nuda: Incelenen 5 aksesyona ait drneklerin (her aksesyondan 3 bitki) ¢ekirdek
DNA igeriklerinin 8.58 — 9.00 pg /2C (ort.: 8.80 pg/2C) arasinda degistigi belirlenmistir
(Cizelge 4.2.). Calismada materyal olarak kullanilan bu tiire ait aksesyonlarin tiimiiniin
ploidi diizeyi diploid (2n=14) olarak tespit edilmistir. Aksesyonlara ait flow sitometri

analizlerinde edlde edilen pik 6rnegi Sekil 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Avena nuda aksesyonlarmin g¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi
diizeyleri

Sira Cekirdek DNA Icerigi (pg/2c) Kromozom Sloidi
. oidi
NO: | Akses. No: 1.Bitki | 2.Bitki | 3.Bitki | Ort. saylsi
1 Clav 9008 8,35 8,70 8,70 8,58 2n=14 Diploid
2 Clav 9009 8,50 8,96 8,88 8,78 2n=14 Diploid
3 Clav 9010 8,27 8,72 9,23 8,74 2n=14 Diploid
4 | Clav 9047 9,34 8,78 8,66 8,93 2n=14 Diploid
5 | P1401795 8,81 9,41 8,78 9,00 2n=14 Diploid
Maksimum: 9.00 pg/2C  Minimum: 8.58PG/2C Ortalama: 8.80 pg/2C
100 Peak Index Mean  Area Area%  CV% ChiSqu
1 1.000 128 88 580 3405 435 039
? 23ar 20728 1123 65495 4 50 039
80
L
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Sekil 4.2. Avena nuda ile standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait G1
piklerinin birbirine gére pozisyonlari

- Avena longiglumis: Calismada tiire ait 6 aksesyonun her birinden 3 bitki analiz
edilmis ve ortalamasi alinmistir. Flow sitometri analizleri sonucunda; aksesyonlarin
¢ekirdek DNA igeriklerinin 8.70 — 9.08 pg/2C (ort.: 8.91 pg/2C) arasinda degistigi ve
aksesyonlarin ploidi diizeylerinin diploid (2n=14) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

Aksesyonlara ait pik 6rnegi Sekil 4.3.’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Avena longiglumis aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve

ploidi diizeyleri
Sira Cekirdek DNA i¢erigi (pg/2c) Kromozom oloidi
) oidi
NOZ | Akses. No: 1.Bitki | 2.Bitki | 3.Bitki | Ort. sayist

1 Clav 9071 8,42 8,97 8,70 8,70 2n=14 Diploid
2 Clav 9087 9,01 8,80 8,60 8,80 2n=14 Diploid
3 Clav 9088 8,96 9,68 8,60 9,08 2n=14 Diploid
4 | Clav 9089 9,11 8,92 9,02 9,02 2n=14 Diploid
5 PI 282730 8,61 9,08 9,08 8,92 2n=14 Diploid
6 | PI1367390 8,95 9,19 8,73 8,96 2n=14 Diploid

Maksimum: 9.08 pg/2C Minimum: 8.70 pg/2C  Ortalama: 8.91 pg/2C
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Sekil 4.3. Avena longiglumis ile standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait
G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlar1

-Avena ventricosa: Bu tiire ait 2 aksesyon incelenmistir. Her aksesyondan 3 bitki flow
sitometri ile analiz edilmis ve ¢ekirdek DNA igeriklerinin 9.76 — 9.81 pg/2C (ort.: 9.79

pg/2C) arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.4.). Aksesyonlarin ploidi diizeyleri

ise diploidtir (2n=14). Flow sitometri analizlerinde elde edilen piklerden Sekil 4.4.’de

bir 6rnek verilmistir.

Cizelge 4.4. Avena ventricosa aksesyonlarinin g¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve

ploidi diizeyleri
Sira Cekirdek DNA i¢erigi (pg/2c) K romozom oo
NO: | Akses.No: | 1.Bitki |2.Bitki |3.Bitki |Ort. |2y
Pl 657337 9,85 9,71 9,72 9,76 2n=14 Diploid
Pl 657338 10,00 9,75 9,67 9,81 2n=14 Diploid
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Sekil 4.4. Avena ventricosa ile standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait G1
piklerinin birbirine gore pozisyonlari

- Avena abyssinica: Calismada incelenen 5 aksesyonun g¢ekirdek DNA igeriklerinin
16.37 — 25.48 pg/2C arasinda degistigi belirlenmistir. Pl 411169 ve Pl 411306
aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin 16.37 — 16.41 pg/2C arasinda degistigi ve
aksesyonlarin ploidi diizeylerinin tetraploid (2n=28) oldugu belirlenmistir. PI 411150 ve
Pl 411314 aksesyonlariin ¢ekirdek DNA igeriklerinin 24.98 — 25.48 pg/2C arasinda
degistigi ve ploidi diizeylerinin hekzaploid (2n= 42) oldugu, PI 411313 no’lu
aksesyonun ise ploidi diizeyinin ise karisik (tetraploid ve hekzaploid) oldugu tespit
edilmistir. Tiire ait 6rneklerden elde edilen flow sitometri piklerine Sekil 4.5.’de 6rnek

verilmigtir.

Cizelge 4.5. Avena abyssinica aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve
ploidi diizeyleri

Sira Cekirdek DNA i¢erigi (pg/2c) Kromozom oloid
NO: | Akses. No: | 1. Bitki | 2. Bitki | 3. Bitki | Ort. sayist
1 | PI411150 | 2536 | 2570 | 2539 | 2548 | 2n=42 Hekzaploid
2 | Pra11169 | 1639 | 1629 | 1656 | 1641 | 2n=28 Tetraploid
3 Pl 411306 16,10 16,44 16,56 | 16,37 2n=28 Tetraploid
4 | PIa11313 | 2443 | 1654 | 1654 | 1917 | o2 "'T*"e'ﬁ:&'giig/
5 |PI411314 | 2515 | 2470 | 2510 | 2498 | 2n=42 Hekzaploid
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Sekil 4.5. Avena abyssinica ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine
ait G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlari

-Avena vaviloviana: Flow sitometri analizlerinde tiire ait 5 aksesyonun her birinden 3’er

bitki analiz edilmis ve ortalamalar1 alinmistir. Analizler sonucunda; aksesyonlarin

cekirdek DNA igeriklerinin 16.33- 16.69 pg/2C (ort.: 16.48 pg/2C) arasinda degistigi ve

aksesyonlarin ploidi diizeylerinin tetraploid (2n= 24) oldugu belirlenmistir (Cizelge

4.6.). Analizlerde elde edilen aksesyonlara ait piklere Sekil 4.6.’da 6rnek verilmistir.

Cizelge 4.6. Avena vaviloviana aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve

ploidi diizeyleri

Sira Cekirdek DNA ig:erigi (pg/2c) Kromozom Sloidi

NO: | Akses. No: 1.Bitki | 2.Bitki | 3.Bitki | Ort. sayisi
1 P1 412733 16,22 16,43 16,33 16,33 2n=28 Tetraploid
2 Pl 412736 16,97 16,65 16,46 16,69 2n=28 Tetraploid
3 Pl 412753 16,42 16,47 16,42 16,44 2n=28 Tetraploid
4 Pl 412760 16,38 16,52 16,39 16,43 2n=28 Tetraploid
5 Pl 412761 16,05 16,58 16,72 16,45 2n=28 Tetraploid

Maksimum: 16.69 pg/2C

Minimum: 16.33pg/2C

Ortalama: 16.48 pg/2C
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Sekil 4.6. Avena vaviloviana ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine
ait G1 piklerinin birbirine gére pozisyonlari

- Avena murphyi: Calismada bu tiire ait 5 aksesyon incelenmistir. Yapilan flow
sitometri analizlerinde aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igeriklerinin 18.51 — 18.71 pg/2C
(ort.: 18.6 pg/2C) arasinda degistigi ve aksesyonlarin ploidi diizeylerinin tetraploid
(2n=28) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7.). Aksesyonlara ait flow sitometri piklerine

Sekil 4.7.”de 6rnek verilmistir.

Cizelge 4.7. Avena murphyi aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi
diizeyleri

Sira Cekirdek DNA icerigi (pg/2c) Kromozom Sloidi
NO: 1 Akses. No: 1.Bitki | 2. Bitki | 3.Bitki | oOrt. sayisi
1 Pl 657355 18,63 18,55 18,59 18,59 2n=28 Tetraploid
2 Pl 657356 18,44 18,68 18,61 18,58 2n=28 Tetraploid
3 Pl 657381 18,47 18,40 18,91 18,59 2n=28 Tetraploid
4 Pl 657382 18,02 18,69 18,82 18,51 2n=28 Tetraploid
5 Pl 657383 18,78 18,63 18,71 18,71 2n=28 Tetraploid

Maksimum:18.71 pg/2C ~ Minimum: 18.51 pg/2C Ortalama: 18.6 PG/2C
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Sekil 4.7. Avena murphyi ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine ait
G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlar1

- Avena sativa: Flow sitometri analizlerinde bu tiire ait 5 aksesyon ve her aksesyondan
5 bitki incelenmistir. Analiz sonucunda; aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igeriklerinin
25.81 — 26.4 pg/2C (26.08 pg/2C) arasinda degistigi ve tim aksesyonlarin ploidi
diizeyleirnin hekzaploid (2n= 42) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8.). Yapilan

analizlerde elde edilen piklere Sekil 4.8.’de 6rnek verilmistir.

Cizelge 4.8. Avena sativa aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi
diizeyleri

Cekirdek DNA i¢erigi (pg/2C) Krom. L

No | Aksesyon — — — — — Ploidi
1. Bitki | 2. Bitki | 3. Bitki | 4. Bitki | 5. Bitki | Ort. sayisi

1 | P1411401 | 26,38 26,18 26,54 26,33 26,09 | 26,30 | 2n=42 | Hekzaploid
2 | PI411402 | 26,31 25,93 25,63 25,75 25,43 | 25,81 | 2n=42 | Hekzaploid
3 | P1411407 | 2587 26,45 26,97 26,65 26,08 | 26,40 | 2n=42 | Hekzaploid
4 | P1411414 | 2548 26,03 26,48 26,13 25,18 | 25,86 | 2n=42 | Hekzaploid
5 | P1411415 | 26,04 26,17 25,84 25,74 25,95 | 25,95 | 2n=42 | Hekzaploid
Maksimum: 26.4pg/2C Minimum: 25.81pg/2C Ortalama: 26.08pg/2C
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Sekil 4.8. Avena sativa ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine ait

G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlari

- Avena sterilis: Calismada bu tiire ait 5 aksesyondan 5’er bitki flow sitometri

analizinde kullanilmis ve elde edilen degerleirn ortalamasi alinmistir. Analiz sonucunda

aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igeirklerinin 25.62 — 26.54 pg/2C (ort.: 26.10 pg/2C)

arasinda degistigi ve tiim aksesyonlarin ploidi diizeylerinin hekzaploid (2n=42) oldugu

belirlenmigtir (Cizelge 4.9.). Flow sitometri analizlerinde aksesyonlara ait piklere 6rnek

Sekil 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Avena sterilis aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi

diizeyleri
No | Aksesyon — C_ek_irdek D_Né icerig-i ([_)g/ZC) — Krom. Ploidi
1. Bitki | 2. Bitki | 3. Bitki | 4. Bitki | 5. Bitki | Ort. sayisi

1 | Pr412571 | 26,39 26,43 25,85 26,28 25,74 | 26,14 | 2n=42 | Hekzaploid
2 | PI 412572 | 25,86 26,15 26,1 25,91 25,61 | 25,93 | 2n=42 | Hekzaploid
3 | P1412590 | 26,64 26,79 26,61 26,64 26,02 | 26,54 | 2n=42 | Hekzaploid
4 | P1412595 | 26,84 26,16 26,09 26,13 26,31 | 26,31 | 2n=42 | Hekzaploid
5 | PI 412601 | 25,34 25,96 25,95 25,91 25,62 | 25,62 | 2n=42 | Hekzaploid

Maksimum: 26.54 pg/2C

Minimum: 25.62pg /2C

Ortalama: 26.10 pg/2C
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Sekil 4.9. Avena sterilis ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine ait
G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlari

- Avena fatua: Flow sitometri analizlerinde tiire ait 5 aksesyonun her birinden 5’er bitki
analiz edilmis ve ortalamalar1 alinmistir. Analizler sonucunda; aksesyonlarin ¢ekirdek
DNA igeriklerinin 25.34- 26.15 pg/2C (ort.: 25.67 pg/2C) arasinda degistigi ve

aksesyonlarin ploidi diizeylerinin hekzaploid (2n= 42) oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.10.). Analizlerde elde edilen aksesyonlara ait piklere Sekil 4.10.’de 6rnek verilmistir.

Cizelge 4.10. Avena fatua aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi
diizeyleri

Cekirdek DNA i¢erigi (pg/2C) Krom. L

No | Aksesyon — — — — — Ploidi
1. Bitki | 2. Bitki | 3. Bitki | 4. Bitki | 5. Bitki | Ort. sayisl

1 | PI1411470 | 25,42 25,67 24,94 25,36 25,32 | 25,34 | 2n=42 | Hekzaploid
2 | P1411471 | 26,05 24,74 25,40 25,50 25,30 | 25,40 | 2n=42 | Hekzaploid
3 | PI 411472 | 27,05 26,23 24,95 26,38 26,15 | 26,15 | 2n=42 | Hekzaploid
4 | PI1411476 | 25,87 26,2 25,24 26,85 25,61 25,95 | 2n=42 Hekzaploid
S | P1411477 | 25,57 26,87 25,7 26,96 25,34 | 25,34 | 2n=42 | Hekzaploid
Maksimum: 26.15 pg/2C Minimum: 25.34 pg/2C Ortalama: 25.67 pg/2C
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Sekil 4.10. Avena fatua ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine ait
G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlari

-Avena barbata: Calismada bu tiire ait 5 aksesyon incelenmistir. Flow sitometri
analizleri sonunda; 2 aksesyonun c¢ekirdek DNA igerikleirnin 12.83- 12. 91 pg/2C
aarsinda degistigi ve ploidi diizeylerinin Triploid (2n=21) oldugu, diger aksesyonlarin
¢ekirdek DNA igeriklerinin ise 16.25- 16.90 pg/2C arasinda degistigi ve ploidi
diizeylerinin tetraploid ( 2n= 28) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.11.). Flow sitometri

analizleirnde aksesyonlara ait piklere 6rnek Sekil 4.11.’de verilmistir.

Cizelge 4.11. Avena barbata aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi
diizeyleri

Cekirdek DNA i¢erigi (pg/2C) Krom. .

No | Aksesyon — — — — — Ploidi
1. Bitki | 2. Bitki | 3. Bitki | 4. Bitki | 5. Bitki | Ort. sayisi

1 | PI411374 | 16,76 17,1 16,87 16,85 16,90 | 16,90 | 2n=28 | Tetraploid
2 | PI 411376 | 16,42 16,54 16,95 16,3 16,55 | 16,55 | 2n=28 | Tetraploid
3 | PI337774 | 16,21 16,6 16,14 16,21 16,11 | 16,25 | 2n=28 | Tetraploid
4 | pI1377777 12,9 12,75 12,87 12,83 12,79 12,83 | 2n=28 | Tetraploid
S | PI377779 | 12,79 12,97 12,83 12,96 12,98 | 12,91 | 2n=28 | Tetraploid
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Sekil 4.11. Avena barbata ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine ait
G1 piklerinin birbirine gére pozisyonlar1

- Avena hirtula: Calismada bu tiire ait bir aksesyon materyal olarak kullanilmis ve

aksesyondan 5 bitki incelenmistir. Yapilan flow sitometri analizleri sonucunda;

aksesyonun ¢ekirdek DNA igeriginin 15.82 — 16.61 pg/2C (ort.: 16.16 pg/2C) arasinda

degistigi ve ploidi diizeyinin tetraploid (2n=28) oldugu belirlenmistir (Cizelge 1.12.).

Bu aksesyona ait piklere drnek Sekil 4.12.’de verilmistir.

Cizelge 4.12. Avena hirtula aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi

diizeyleri

Cekirdek DNA I¢erigi (pg/2C) Krom. -
No | Aksesyon =B T2, Bitki | 3. Bitki | 4. Bitki | 5. Bitki | Ort, | sayisi | 01
1 | Ples7464 | 1661 | 164 | 1582 | 1608 | 1588 | 16.16 | 2n=28 | Tetraploid

29



10}

&0

Counts

20

== Hordeduim
vulgare
G1 Piki
(Standart)

= Avena hirtula
G1 Piki

pe
LS

g

Ey

Index
1000 9581

ean

1317 12622
2029

154 42

Area
566
558
T

Areat  CW%
AT47 3503
36.94
2560

335
414

ChiSqu
028
028
028

FL2 532-30

T
800

1000

Sekil 4.12. Avena hirtula ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine ait

G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlari

- Avena brevis: Flow sitometri analizlerinde tiire ait 9 aksesyonun her birinden 5’er

bitki analiz edilmis ve ortalamalar1 alinmistir. Analizler sonucunda; aksesyonlarin

cekirdek DNA igeriklerinin 12.36 — 12.53 pg/2C (ort.:12.45 pg/2C) arasinda degistigi ve

aksesyonlarin ploidi diizeylerinin tetraploid (2n= 28) oldugu belirlenmistir (Cizelge

4.13.). Analizlerde elde edilen aksesyonlara ait piklere Sekil 4.13.’de 6rnek verilmistir.

Cizelge 4.13. Avena brevis aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve ploidi

diizeyleri
No | Aksesyon — C_ek-irdek DNA igerig_i ([-)g/ZC) — Krom. Ploidi
1. Bitki | 2. Bitki | 3. Bitki | 4. Bitki | 5. Bitki | Ort. sayisi
1 | P183719 12,39 12,16 12,51 12,34 12,39 | 12,36 | 2n=28 | Tetraploid
2 | PI158204 | 12,48 12,41 12,53 12,13 12,38 | 12,39 | 2n=28 | Tetraploid
3 | PI258542 | 12,46 12,45 12,29 12,43 12,41 | 12,41 | 2n=28 | Tetraploid
4 | PI266826 12,2 12,54 12,55 12,43 12,39 | 12,42 | 2n=28 | Tetraploid
S | Pl 258544 12,56 12,37 12,51 12,50 12,46 12,48 | 2n=28 | Tetraploid
6 | P1258545 | 12,64 12,52 12,39 12,22 12,62 | 12,48 | 2n=28 | Tetraploid
7 | P1258543 12,7 12,38 12,59 12,26 12,48 | 12,48 | 2n=28 | Tetraploid
8 | PI 119009 12,5 12,6 12,42 12,6 12,53 | 12,53 | 2n=28 | Tetraploid
9 | PI573533 | 12,62 12,55 12,35 12,27 12,65 | 12,49 | 2n=28 | Tetraploid
Maksimum:12.53 pg/2C  Minimum: 12.36 pg/2C  Ortalama: 12.45 pg/2C
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Sekil 4.13. Avena brevis ile standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkilerine ait
G1 piklerinin birbirine gore pozisyonlari
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bitkiler hem ¢evre kosullarinin neden oldugu dogal mutasyonlar sonucunda,
hemde ¢evrede bulunan diger bitkilerle yabanci tozlanma yolu ile evrimsel gelisim
stirecleri boyunca birtakim modifikasyonlara ugramaktadirlar. Toplanan ve genetik
bankalarda korunan materyalin genetik yapisinin degerlendirilmesi gerekmektedir.
Boylece bitki 1slahgilariin etkin olarak kullanmalar1 saglanmis olacaktir.

Ploidi diizeyi yulafin taksonomik birimlerini birbirinden aymrmada c¢ok
onemlidir. ABD Tarim Bakanligi Ulusal Bitki Genetik Kaynaklar Sistemi (USDA-
GRIN) yulafin tiim yabani ve ekilen formlarini igeren genetik koleksiyon olusturmustur.
Bu koleksiyon Avena tiirlerinin tamamii igerecek kadar genistir. Bu koleksiyon
igerisindeki popiilasyonlarin biiyiik ¢cogunlugunun ploidi diizeyi bilinmemektedir. Bu
durumda yapilan taksonomik ayrigma ise kesin olamamaktadir. Ploidy diizeyinin katkisi
Avena tiirlerinin diploid ve tetraploid olmasinin teyid edilmesi ve dolayisiyla islah
programlarinda kullanilabilmelerinin 6nii agilmast olmustur.

Cekirdek DNA miktar tiir i¢cinde spesifik ve sabit oldugu icin hangi tiire ait

oldugu bulunabilir. Bunun i¢in asagidaki ¢izelge kullanilabilir.

Cizelge 5.1. Avena aksesyonlariniin minimum ve maksimum DNA miktarlar1 (pg)

Tiir ismi Min. DNA miktar (pg) | Maks. DNA miktar: (pg)
Avena strigosaile 8.61 8.76
Avena nuda 8.58 9.00
Avena rongiglumis 8.70 9.08
Avena ventricosa 9.67 9.72
Avena abyssinicaile 16.37 25.48
Avena vaviloviana 16.33 16.69
Avena murphyi 18.51 18.71
Avena sativa 25.81 26.40
Avena sterilis 25.62 26.54
Avena fatua 25.34 26.15
Avena barbata 12.83 16.90
Avena hirtula 16.16 16.16
Avena birevis 12.36 12.53
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Bu ¢alismada, Tiirkiye’de ve diinyada bulunan bazi yulaf genomlarinin ploidi
seviyesi tespit edilmistir. Calismada yulaf aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin
ve ploidi seviyelerini belirlemek igin flow sitometri kullanilmigtir. Calismada 13 farkli
Avena cinsine ait 64 aksesyon materyal olarak kullanilmis ve bu aksesyonlarin ¢ekirdek
DNA igeirkleri ile ploidi diizeyleri flow sitometri yontemi ile belirlenmistir. Yulaf
aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igeriginin belirlenmesi i¢in DNA igerigi bilinen Vicia
sativa (3,65 pg) ve Hordeum vulgare (10,7 pg) standart olarak kullanilmistir. Diploid
yulaf tiirlerinin (Avena strigosa, Avena nuda, Avena longiglumis, Avena ventricosa)
ortalama ¢ekirdek DNA miktarlar1 ve tetraploid yulaf tiirlerinin (Avena abyssinica,
Avena vaviloviana, Avena murphyi, Avena sativa, Avena sterilis, Avena fatua, Avena
barbata, Avena hirtula ve Avena brevis) ortalama ¢ekirdek DNA miktarlar
incelenmistir. Caligma sonucunda; ayni tiire ait aksesyonlar arasinda ve aksesyona ait
bireyler arasinda g¢ekirdek DNA igerigi bakimindan bakimindan farklililar gorildiigii
belirlenmistir. Bu durum Avena tiirleir i¢erisinde tiir i¢i varyasyonun oldugunu ifade
etmektedir. Ayn1 ploidi diizeyine sahip tiirler arasinda da ¢ekirdek DNA igeriklerinin
farklt oldugu dolayisiyla Avena cinsine ait tiirlerde tiirler aras1 varyasyonun gorildigi
belirlenmistir. Yapilan calismada elde edilen verilerin yapilacak islah ¢alismalar1 ve

diger calismalarda kullanilabilecegi diistintilmektedir.
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