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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
FLOW SITOMETRI ILE KORUNGA GEN BANKASI AKSESYONLARININ
CEKIRDEK DNA ICERIGi VE PLOIDi DUZEYLERININ BELIRLENMESI
Buket SAHIN
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Metin TUNA

Bu yiiksek lisans tezinde amag, Western Regional Plant Introduction Station,
Washington, ABD' den temin edilmis olan toplam 210 korunga (88 Onobrychis viciifolia, 97
Onobrychis transcaucasica ve 23 Onobrychis arenaria) aksesyonunun c¢ekirdek DNA
iceriklerini flow sitometri ile ilk defa belirlemek ve elde edilen ¢ekirdek DNA bilgisinden
yararlanarak aksesyonlarin ploidi diizeyleri ile varsa akseyonlarda tiir ve varyete
karigikliklarini saptamaktir. Calismada 6rnekler geng ve saglikli bitkilerden alinan taze yaprak
dokulari, floresan boya olarak propidium iodide ve internal standard olarak Vicia sativa (cv.
niilifer) kullanilarak hazirlanmistir. Elde edilen sonucglara gore arastirmada kullanilan
Onobrychis viciifolia aksesyonlarinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 2.64 pg (2.49pg-2.78
pg); Onobrychis transcaucasica aksesyonlarinin ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerigi 2.65 pg
(2.53pg- 2.77pg); Onobrychis arenaria aksesyonlarmin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi
2.63 pg (2.52 pg-2.75 pg) olarak belirlenmistir. Tiirlerin ortalama 2C DNA igerikleri birbirine
benzer bulunmustur. Tir igerisinde yer alan aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA
icerikleri arasindaki farkliliklar ise istatistiki olarak Onemli bulunmustur. Aksesyonlarin
cekirdek DNA igerikleri ile ploidi diizeylerini iliskilendirmek amaciyla kromozomlar1 sayilan
tiim genotiplerin 2n=4x=28 kromozom sayisina sahip olduklar1 belirlenmistir. Bundan dolay1
calismada incelenen korunga koleksiyonu igerisinde yer alan tiim aksesyonlarin tetraploid

olduklar1 kabul edilmistir.

Anahtar kelimeler: Korunga Onobrychis spp., Cekirdek DNA icerigi, Flow Sitometri
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ABSTRACT

DETERMINATION OF NUCLEAR DNA CONTENT AND PLOIDY OF SAINFOIN
ACCESSIONS BY FLOW CYTOMETER
MSc. Thesis
Buket SAHIN

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Metin TUNA

The objective of this study is to determine nuclear DNA content of 210 sainfoin (88
Onobrychis viciifolia, 97 Onobrychis transcaucasica and 23 Onobrychis arenaria) accessions
obtained from Western Regional Plant Introduction Station, Washington, USA by flow
cytometer and use the information to determine ploidy and purity of the accessions. Based on
the results of the study, it is determined that the mean 2C nuclear DNA content of the O.
viciifolia accessions is 2.64 pg (2.49 pg -2.78 pg), the mean 2C nuclear DNA content of the O.
transcaucasica accessions is 2.65 pg (2.53 pg -2.77 pg), the mean 2C nuclear DNA content of
the O. arenaria accessions is 2.63 pg (2.52 pg -2.75 pg). The mean 2C DNA contents of
species were very similar. However, the mean 2C nuclear DNA content of accessions within
the species were statistically different. Chromosomes of the some plants were counted by
microscope in order to correlate 2C DNA contents of the accessions with their ploidy levels
and it was found out that all the plants used in cytological investigations had 2n = 4x = 28
chromosomes. Therefore, it was accepted that all the accessions in the sainfoin collection
screened in this study by flow cytometer had 2n = 4x = 28 chromosomes indicating they were

tetraploid.

Keywords: Sainfoin, Onobrychis spp., Nuclear DNA Content, Flow Cytometer, Ploidy
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1.GIRIS

Ulkemiz farkli cografi bolgeleri ve iklimiyle her tiirlii bitkinin basariyla
yetistirilebilecegi biiyiik bir tarim {lkesidir. Biiyilk bas hayvancilik i¢in olmaz ise olmaz
derecede Onemli olan kaba yem ftretimi ihtiyaci karsilamaktan c¢ok uzak olup, iilkemiz
hayvanciliginin en ciddi sorunlarindan birisi konumundadir. Ulkemizdeki kaba yem
sorununun kalict bir sekilde ¢oziime kavusturulabilmesi i¢in {iretimimizin bugiinkiiniin en az
iki katina ¢ikartilmasi gereklidir. Bunun baslica 2 yolu vardir:

Islenebilen tarim alanlar1 icerisinde yem bitkilerine daha fazla yer vermek.

Cay1ir meralarin mevcut durumlarini iyilestirerek verimlerini artirmak

Her iki durumda da tilkemizin farkli ekolojik kosullarina uygun alternatif yem bitkisi
tirlerinin tespit edilerek, lokal sartlara adapte olmus verimi ve besleme degeri yiiksek
cesitlerinin gelistirilmesine biiylik bir gereksinim vardir.

Korunga (Onobrychis sativa Lam, Onobrychis viciifolia Scop, Hedysarum onobrychis
L) hem islenebilen tarim alanlarinda bigerek kuru ot iiretimi i¢in hem de meralarda otlatilarak
degerlendirmek amaciyla yetistirmeye uygun yabanci dollenen ¢ok yillik bir baklagil yem
bitkisidir. Bitki 10 metre derinlige kadar inebilen kok sistemiyle toprag: 1slah etme 6zelligine
sahip ve kuraga dayaniklidir. Bu 6zelligi nedeniyle yoncanin yetismedigi kirag bolgelerin
vazgecilmez bitkisidir. Yonca ve diger bazi baklagillerin hayvanlarda sebep oldugu sisme
sorunu korungada goézlenmez. Bu 0zelligi nedeniyle mera karisimlarda rahatlikla
kullanilabilir. Korunga hayvanlar tarafindan yoncaya gore daha fazla tercih edilir ve besleme
degeri yiiksektir. Tlim bu iyi 6zelliklerine ilave olarak korunganin arilar i¢in ¢ok degerli bir
polen ve nektar kaynagi oldugu ve hayvanlarda gozlenen bazi sindirim sistemi problemlerine
iyl geldigi de bilinmektedir. Korunga sahip oldugu bu istiin 6zelliklerinden dolay1 ¢ok
eskilerden beri bilinen ve 1960 yilina kadar diinyanin her yerinde tarimi yapilmakta olan eski
bir bitkidir. Ancak bu tarihten itibaren ikinci diinya savasindan sonra diinyada bas gostermeye
baslayan aglik sorununu ¢oziime kavusturmak adina devletler kimyevi giibre kullanimini
siibvansiyonlarla desteklemeye baslamis ve bunun sonucu ekim sistemlerinde kimyevi
giibrelerle tepkisi iyi olan tahillar dominant duruma gelmistir. Bu uygulama korunga ekim
alanlarinda diger tim baklagil bitkilerinde oldugu {iizere ciddi daralmalara sebep olmus ve
bugiin korunga tarimi sadece Dogu Avrupa, Ispanya, Italya, Iran ve iilkemizin belirli

bolgelerinde sinirli alanlarda yapilmaktadir.



Ancak bugiin siirekli yiikselmekte olan enerji fiyatlarindan dolayr giibre kullanmak
ekonomik olmaktan ¢oktan ¢ikmistir. Bundan dolay1 da tiim diinyada ekim sistemine tekrar
baklagilleri dahil etmek suretiyle daha diisiik maliyetler ile daha g¢evreci ve siirdiiriilebilir
tarim sistemlerine dogru bir yonelme baglamstir. Bu nedenle baklagil bitkilerine 6zellikle de
bir donem ihmal edilmis olan korungaya olan ilgi artmaya baglamistir. Bunun bir sonucu
olarak cok yakin bir gecmiste Avrupa Birligi ¢ok sayida lilkeden arastiricilarin katildigt
konsorsiyumlar tarafindan hazirlanan ve korunganin her yoniiyle incelendigi Healthy Hay,
FP6-2005 (www.niab.com/pages/id/172/Healthy Hay) ve Legume Plus, FP6 2012-2016,
PITN-GA-2011-289377 (www.niab.com/pages/id/385/Legume Plus) adli 2 arastirma
projesini desteklemistir. Tiim bunlar diinyada korunganin Oneminin Yyeniden artmaya
basladiginin bir gostergesidir. Degisen iklim sartlar1 ve diinyanin daha kurak bir hale doniisme
olasilig1 da g6z oniine alindiginda 6zellikle {ilkemiz i¢in korunganin ¢ok daha énemli bir tiir
olacagi c¢ok acik bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle vakit kaybetmeden korunga
bitkisinin zayif yonlerini iyilestirmeye yonelik 1slah programlari baslatilarak {ilkemizdeki
tarimin gelistirilmesi i¢in zorunlu olan yiiksek performans ve kaliteye sahip yeni korunga
cesitlerinin gelistirilmesi ¢calismalarina baglanmalidir.

Sunulmus olan bu tez ¢alismasinin amaci Trakya bolgesi kosullarinda yiiksek verim ve
kalite performansina sahip yeni korunga ¢esitlerinin gelistirilmesinde kullanmak amaciyla
halihazirda yurt dist kaynaklardan elde edilerek olusturulmus olan korunga koleksiyonu
icerisindeki baz1 gen bankasi aksesyonlarinin bu ¢alisma Oncesine kadar bilinmeyen ¢ekirdek

DNA igerigi ve ploidi diizeylerini ilk defa flow sitometri ile belirlemektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1.Korunga

Yakin Dogu Merkezindeki kokeninden, &rnegin Tiirkiye, Iran ve Transkafkasya
(Vavilov 1951) korunga, doguya dogru Akdeniz ve Orta Avrupa'ya yayilmis ve muhtemelen
¢ogu Avrupa iilkesinde yetistirilmistir. Yerel meralarin bir pargasi olarak, Onobrychis spp.
yetistiriciligi birkag bin y1l 6ncesine (Hely ve Offer 1972) dayanmaktadir, ancak Avrupa ekimi
yaklagik 400 yildir kaydedilmistir (Chorley 1981).

Mevcut korunga bolgesi Italya'da (Orsi 1978), Romanya'da (Varga 1968), Sovyetler
Birligi'nde (Andreev 1963), Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri (Ditterline ve Cooper
1975)’nde ¢cok aktif durumdadir (Hanna ve ark. 1972). Yapilan eski arastirmalar (C.A.B.
1982), yalnizca Dogu Avrupa ve Sovyetler Birligi'nin otlatma temelli tarim politikalarini
korudugunu gostermektedir.

Korungaya goriintiste olan ilgisizligin nedenleri tam anlamiyla belli degildir. Tarimin
degisen ihtiyaglarina uyumunun zayif olmasi (Hutchinson 1965), bitki biiyiimesi i¢in temel
gereksinimlerin yetersiz degerlendirilmesi gibi olasiliklar (Eslick 1968) Onerilmistir. Ayrica,
yoncanin yaz aylarinda yetisen bir yemlik baklagil olarak basarisi muhtemelen bazi
alternatiflerin de ihmal edilmesine yol agmustir.

Baklagillerin incelenmesi sirasinda kafa karistirict bir etken, Hutchinson (1965)
tarafindan ithaf edilmektedir. Bircok alanda, 6zellikle Avrupa i¢in, tiim baklagillerin toplam
alaninin, yirminci yiizyil boyunca belirgin bir sekilde azaldig1 gozlemlenmistir (Rogers 1975).
Bunun nedeni, tarimsal sistemin genel olarak yogunlastirilmasi, ucuz yapay azot i¢in hazir
erisim ve baklagil verimliligini siirdiirmek icin gereken daha yiiksek diizey yOnetim
becerileridir. Rogers (1975), 1970'lerin enerji krizinin, baklagillerin 6neminin, hayvanlarin
degerinin ve otlaklarin azot ekonomisine katkisinin 6nemini hatirlattigini belirtmistir. Acikca,
ekilen baklagillerin alaninin azalmasi1 ekonomiyit Onemli derecede etkiledigine dikkat
cekmistir.

Baz1 tarimsal sistemlerde iyi bir ekonomi ig¢in alternatiflerin daha yakindan
incelenmesi gerekmektedir. ABD ve Kanada'da korunga arastirma programlarinin
gelistirilmesi bir 6rnek teskil etmektedir. Ilgili alanlar, geleneksel olarak, temel yazlik baklagil
yem bitkisi olan yoncaya dayaniyor ve ilik kuru yazlar ve asir1 soguk kislar gegiriyorlar.
Korungaya ilgi, kurak bolgelerdeki baklagillere duyulan ihtiyagtan ve ayrica yabani otlarin ve

Hypera postica istilasinin bir sorun oldugu sulanan alanlardaki yonca yerine gegmesi
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nedeniyle ortaya ¢ikmistir (Hanna ve ark. 1972, Ditterline ve Cooper 1975). Son 20 yilda, bu
programlar bitkinin biyolojisi, yonetim sorunlari ve g¢esit gelisimi hakkinda bilgi saglamistir.
Korunganin sorunlar1 oldugu olduk¢a acik olsa da, bitki yetistirme ve gelistirme

programlarindan ¢ok sayida iyilestirme gérmek i¢in tarihini incelemek gerekir (Hanson 1972).

2.1.1. Terminoloji

Korunga iizerinde yapilan herhangi bir calismada, isimlendirme problemiyle
karsilagilmaktadir. Bu problem, ¢esitli nedenlerle ortaya ¢ikar:

Cok sayida Onobrychis tiirii ve tiirlerin iginde, ¢ogu zaman zayif tanimlamalar1 olan
gesitler vardir (Chapman ve Yuan 1968, Darlington ve Wylie 1955).

Hem ¢ok yillik hem de tek yillik Onobrychis tiirleri vardir (Simmonds 1976).

Cok sayida tiirii kapsayan bir dizi ortak ad vardir (Kernick 1978).

Kiiltiirti yapilan Onobrychis viciifolia'da, erken ve ge¢ veya yaygin tiirler tespit
edilmistir (Stebler ve Schroter 1889). Bu ayrim, biiylime davranisina baglidir (Thomson
1938). Yaygin tiirler genellikle biiylime mevsiminde en az iki kez ciceklenme kabiliyetine
sahipken, erken veya geg tiirler bir kez ¢igeklendikten sonra bir rozet seklini almaktadirlar
(Spedding ve Diekmahns 1972).

Sinskaya (1955), tiirlerin kendine 6zgli morfolojik karakterlerden ziyade biyolojik ve
ekolojik farkliliklar temelinde kuruldugu seklinde bir tanimlama yapmustr. Bu farkliliklar
belirli bir bolgede acikga goriinse de, belirgin bir sekilde farkli ortamlarda kalmalarini
beklemek icin hi¢cbir neden yoktur ve ayr tiirlerin statiisliniin gecerliligi ile ilgili sorular
ortaya cikar.

Bazen, bazi literatiirlerde belirtilen cinsin dogru olup olmadigi sorusu karsimiza
cikabilmektedir (Chorley 1981).

Onobrychis cinsinin, 6zellikle de kiltiirii yapilan formlari, kiiltiire alinan yonca
(Medicago-sativa-falcata-glutinosa kompleksi) i¢in belgelendigi gibi karmasik bir dizidir.
Sadece daha ayrintili taksonomik ¢aligmalar bunu dogrular ve belki de degerli olabilecek 1slah

materyalleri elde edilir (Lessins ve Gillies 1972) .

2.1.2. Morfoloji
Korunga cinsi tek ve c¢ok yillik tiirlere sahiptir. 1995 yilinda, Tirkiye’de yetisen
korunga tiirlerinin son yenileme c¢aligmasini yiiriiten Aktoklu (1995)’nun bildirdigine gore;

Linne, ‘Species Plantarum’ adli eserinde Onobrychis cinsine ait tiirleri Hedysarum cinsi



igerisinde vermistir. Daha sonra ilk kez Miller tarafindan 1754 yilinda Onobrychis cinsi olarak

kullanilmaya baglanmstir.

Onobrvchis Cinsi

Altcins Altcins
Onobrychis Sisyrosema
Balim 1 Biliim 2 Edlim 3 Béliim 4 Bilim 3
Dendrobrichis Lophoprichis mobracis Heligbrichis Hmenobrichis
DC. Hand-Maz Tar Sayise: 33 Bunge DC.
Tiar Says 1 Tiar Sayist: 3 Tir Sayise: 6 Tar Sawst 9

Sekil 2.1. Tiirkiye’deki Korunga Cinsine Ait Alt Cinsler ve Taksonlar1 (Aktoklu 1995)

Korunga ile ilgili ilk ve toplu bilgi Boisser (1843 ve 1872) tarafindan verilmistir.
Boisser ‘Flora Orientalis’ adli eserinde Onobrychis cinsini 2 boliime ve bu boliimleri de alt
boliimlere ayirmistir. Boisser’in bu eserinin disinda Tiirkiye’nin Onobrychis tiirleri ile ilgili en
genis kaynak Hedge (1970)’in ‘Tiirkiye Floras1’ adli eseridir. Diinyada korunga (Onobrychis)
cinsine bagh 162 tiir bilinmektedir. Korunganin bu kadar genis tiir cesitliligine karsilik
yalnizca 3 tiirii tarimsal a¢idan 6nemlidir.

Yaygin Korunga (Onobrychis sativa Lam. Syn.: O. viciifolia Scop.)

Anadolu Korungas: (Onobrychis arenaria Kit. Ex. Wild. D.C.)

Kafkas Korungasi (Onobrychis transcaucasica Gross H.)



Aktoklu (1995)’ya gore, Onobrychis cinsi Tiirkiye’de 2 alt cins ile temsil edilmektedir.
Aragstirict yaptigi en son yenileme calismasiyla korunga tiir sayisini 52 (60 takson) olarak
tespit etmistir.

Onobrychis viciifolia Scop. diinyada en yaygin olarak yetistirilen korungadir. Bu bitki
cok yillik olup derin kokliidiir. Kok sistemi, ana kazik kok ile bu kokten yanlara dogru ¢ikan
kalin ve ¢ok sayida ince koklerden olusmaktadir. Kok sistemi uzunlugu iklim kosullarina ve
toprak yapisina bagli olarak 1-10 m arasinda degismektedir. Daha sonraki donemlerde kazik
kok kalinligr 5 cm’yi bulan korunganin, 6zellikle ince yan koklerinde ¢ok fazla sayida azot
yumrucuklart bulunmaktadir (Altin ve Tuna 1996).

Korunga dik, yatik veya yar1 yatik olarak gelisebilmektedir. Govde ta¢ kismindan
itibaren ¢ok sayida saplarla dallanir. Normal kosullarda bir tagtan 10-30, bazen de 60 adet
kadar sap cikabilir. Govdesi dik olarak gelisen bitkiler sulu kosullarda 140 cm kadar
boylanmakta ve yer yer yatma goriilmektedir. Kurak kosullarda dik olarak gelisen bitkiler
100-200 cm kadar boylanabilmektedir. Korunga govdesinin taban kisminin igi bos st
kisimlar1 ise doludur. Govdenin enine kesiti yuvarlak ve yiizeyler hafif tiiyliidiir. Gévde erken
ilkbahar ve sonbahar donemlerinde rozet seklinde gelisir (A¢ikgdz 1991).

Korunga yapragi; bir yaprak eksenine karsilikli olarak dizilmis oval sekilli (yumurta
seklinde) 5-14 cift yaprakcik ile bu eksenin ucundaki 1 adet yaprakciktan olusmaktadir.
Yaprak uzunlugu 10-25 cm arasinda degismektedir. Yaprakgiklar kenarlar1 diiz, 2-3 cm
uzunlugunda ve 0,5-1 cm genisligindedir. Yaprak¢iklarin iist kismu ¢iplak veya az tiiylii, alt
kismui ise tliyliidiir. Yapragin govdeyle birlestigi yerde olusan kulakciklar ticgen seklinde olup
zarims1 yapidadir. Geng bitki doneminde kulakgiklar yesilimsi kirmizi renkte olgunlagma
doéneminde ise kahverengidir (Fortune 1985).

Korunga ¢igekleri, bitkinin uzun sapinin ucunda konik sekilde ve hos kokuludur.
Cigekler genellikle koyu pembe renktedir, ancak beyaz cicekler gozlemlenmis ve tozlama
caligmalarinda genetik belirtecler olarak kullanilmistir (Knipe ve Carleton 1972). Tozlanma,
basta bal arilar1 olmak tizere, bocekler yoluyla meydana gelir. Korunga ¢igekleri, bal {iretimi
bakimindan yiiksek tutulan arilar i¢in ¢ok ¢ekicidir. Cigcekler giin boyunca 6zellikle sabahlari
acmakta ve salkimda g¢igeklenme alttan yukariya dogru gerceklesmektedir. Cigeklenme
donemi yaklasik 2-3 hafta devam eder. Her ¢igekten, icerisinde bir tohum bulunan meyve
meydana gelir. Korungada biiyiik oranda yabanci dollenme olmaktadir. Kendine déllenme

orani % 0-37 arasindadir (Dubbs 1968).



Korunga meyvesi, icinde yalnizca bir tohum bulunan, yarim daire seklinde ve
kenarlar1 horoz ibigi goriinlimiinde disli kiicliik bir bakladir. Meyvenin iizeri ag seklinde
belirgin damarlidir. Meyvenin uzunlugu 5-8 mm ve eni 4-6 mm arasindadir. Yabani korunga
tiirleri arasinda bir meyve igerisinde 2 tane tohum bulunanlara da rastlamak miimkiindiir.
Tohumlar bobrek seklinde olup yiizeyi diizgiindiir. Renkleri koyu yesil zeytin, kahverengi ve
siyaha yakin olabilir. (Spedding ve Diekmahns 1972).

2.1.2.1. Yaygin Korunga (Onobrychis sativa Lam. Syn.: O. viciifolia Scop.)

y -~

Sekil 2.2. Onobrychis viciifolia

117 farkl bolgede yetistirilen Onobrychis viciifolia, 14. yiizyilin ortalarinda kiiltiire
alinmaya baslanmistir. Islah edilmis 26 ¢esidinin kullanimi i¢in devlet iznine sahip oldugu
bilinmektedir (Golovkin 1988).

Onobrychis viciifolia tiirine ait bitkilerin ¢ok yillik olup, dik veya yar1 dik gelisen,
15-90 cm uzunlugunda igi bos tiiylil bir govdeye sahip oldugu bilinmektedir. Yapraklar 15-80
mm uzunlugunda olan karsilikli dizilmis 5-14 ¢ift yaprake¢iktan olusmaktadir. Kulakgiklar
ince ve sivridir. Konik seklinde ¢icek salkimi bulunmaktadir ve cicekler pembemsi kirmizi
renge sahiptir. Cigekler, ¢ogunlukla bal arilar1 tarafindan tozlanmaktadir. Mayis-Haziran
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aylarinda ¢igek agmaktadir ve tohumlar Temmuz-Agustos aylarinda olgunlagmaktadir. Tohum
rengi koyu zeytin ile kahverengi veya siyah renge sahiptir. Kok sistemi, birka¢ ana dali olan
derin kazik koklerinden ve rizobiyal nodiillerin ¢ogunu tasiyan ¢ok sayida ince yanal kokten
olusmaktadir (Kashtanov 1983).

Onobrychis  viciifolia  kurakliga  dayamikhidir  ve  ¢esitli  topraklarda
yetistirilebilmektedir. Ozellikle yiiksek verimli, yiiksek kiregli, iyi drene edilmis, kalkerli
topraklarda 1yi gelismektedir. Milkemmel kuraklik direncine sahip olmakla birlikte 1slak veya
taban suyu yiiksek arazilerden hoslanmamaktadir. Si1g topraklarda sulamaya cevap
vermektedir. Uzun siireli sel baskinlarina karsi toleranst olmadigr bilinmektedir. Soguk kiglar
bitkinin kalicigin1 azaltmakta, sicak ve iliman iklime daha iyi adapte olmaktadir. Kis aylarinda
baklagil koklerinde yiiksek azot rezervinin sert soguklari atlatmaya yardimci olduguna
inanilmaktadir. Ek olarak, asitlik ve tuzluluga kars1 tolerans1 bulunmamaktadir (Medvedev ve

Smetannikova 1981).

2.1.2.2. Anadolu Korungasi (Onobrychis arenaria Kit. Ex. Wild. D.C.)




Onobrychis arenaria, ¢ok yillik bir bitkidir. 30-90 cm kadar boylanabilmektedir.
Govde nadiren tiiylerle kaplidir veya tiiysiizdiir. Yapraklar, 10-30 mm uzunlugunda, 2-5 mm
genisliginde 6-15 c¢ift eliptik veya dogrusal mizrak seklinde yaprakgiktan olugmaktadir. 8-10
mm uzunlugunda mor-pembe c¢igeklere sahiptir. Tohum kabugu, yar1 dikenli, oval, 5 mm
uzunlugundadir ve her bir kapsiil, 4-6 mm tek bir bobrek bigimli tohum igermektedir. Mayis-
Haziran aylarinda ¢igek agmaktadir ve tohumlar Agustos-Eyliil aylarinda olgunlagmaktadir.
Cicekler, ¢ogunlukla bal arilar1 tarafindan déllenmektedir (Brezhnev ve Korovina 1980).

Anadolu korungasi, c¢ayirlarda, odun kenarlarinda, caliliklarda veya bozkirlarda
goriilmektedir. Kumlu topraklari tercih eder ve milkemmel kuraklik direncine sahiptir. Derin
koklenme, biiylime aligkanligi ve buna bagli kuraklik direnci nedeniyle kiregli, kuru
topraklara uygun, {lretken, protein ve mineral bakimindan zengin bitkiler oldugu
bilinmektedir. Cok ¢esitli toprak ve ¢evre kosullarina uyum saglayabilseler bile yogun otlatma
icin uygun olmadiklar1 belirtilmistir (Hulten ve Fries 1986).

2.1.2.3. Kafkas Korungasi (Onobrychis transcaucasica Gross H.)

Sekil 2. 4. Onobrychis transcaucasica



Onobrychis transcaucasica ¢ok yillik otsu bir bitkidir. 40-80 cm boylanabilmekte
olup govde dikdortgenimsi ve kisa tiiyliidiir. Tag yapraklar, sar1 ¢izgili parlak pembe bir renge
sahiptir. Haziran ayinda gi¢ceklenmekte ve Temmuz-Agustos aylarinda meyve baglamaktadir
(Brezhnev ve Korovina 1981).

Kafkas korungasina 1500-1800 metredeki orta dag bolgesinde, kuru yamaglarda,
enkaz alanlarinda ve bazen de caliliklarda rastlanmaktadir. Kafkasya'da yetisen en eski yem
bitkilerinden biri oldugu bilinmektedir. Yaklagik 1000 yil kiiltiirti yapilmis, ¢ok verimli ve
kurakliga dayanikli bitkilerdir (Galusko 1980).

2.1.3. Yetistiricilik

Canli korunga tohumu 5 ila 25 °C arasindaki sicakliklarda hizli bir sekilde ¢imlenir ve
kuvvetli fideler iretir (Hanna ve ark. 1977). Townsend ve McGinnies (1972) korunganin
toplam c¢imlenme i¢in nispeten sicakliga duyarsiz oldugunu belirlemistir. Diger caligsmalar,
diisiik sicakliklarin ¢imlenme oranin1 azaltabildigini gosterse de (McElgunn 1973),
korunganin donma sicakliklarinda ¢imlenme yetenegine sahip oldugu belirtilmistir (Young ve
ark. 1970).

Korunga fidelerinin ilk ortaya ¢ikist ve en hizli gelisme, iri olan tohumlarin ¢izgileri
ile iligkilidir (Fransen ve Cooper 1976). Kotiledonlar bu ¢izgilerde ortaya ¢iktiginda, fideler
depolanmis rezervlerden faydalanirken fotosentezden enerji alabilir (Cooper 1977). Bu
asamada, fide toplam agirligi, solunum kaybi nedeniyle azalir. Cooper ve Fransen (1974),
korunganin ilk dokuz giinii boyunca bunun % 38 civarinda bir kayip olabilecegini
gostermistir. Bununla birlikte, belirli bir siire sonra herhangi bir agirlik veya kalan rezerv

tahmini, temel olarak ekim derinliginden etkilenir (Siyah 1959).

10



et

eki 2.5. Yalin Eilmis Bir KongTarla511nG6riinﬁﬁ

Fransen ve Cooper (1976) aym zamanda ilk yapraklarin yaprak alani ile tohum
agirhiginin, tohumlarin agir tohumdan hizli bir sekilde gelismesinin bir yansimasi oldugunu
one siirdiigiinii de gostermistir. Uretilen ilk yaprak ile belirgin olan bir baska faktdr degisken
sayida yaprakeiktir. Genellikle basit olmasina ragmen, iki, iic veya dort yaprakcik da
goriilmektedir (Thompson 1938, Cooper 1974). Bu farkli yaprak tiirlerinin yaprak alanindaki
degisikliklere ragmen, Cooper (1974) verilen bir tiirlin se¢ilmesinde gelistirilmis bitki

performansi onerdigine dair bir kanit bulamamastir.

2.1.4. Vejetatif Uretim

Korunga fideleri, herhangi bir kok gelisimi fark edilmeden 6nce genellikle yaklasik
alt1 yaprak iiretir. Bu asamada yanal tomurcuklar gelisir, her biri bogum aralarindan sayisiz
yaprak tiretir. Tek veya cift bi¢cimli tiplerde, bu asamada baz1 tomurcuklarin {ist i¢c kisimlar
uzar, bu da goreceli olarak seyrek iist yapraklari ve tabanda yaprak tutamlari olan bir bitkiye
neden olur (Thompson 1955). Yaygin veya (bir kag bigimli) bi¢imli tipler ayn1 zamanda bir
dizi yanal tomurcuk firetir, ancak uzama gecikir. Bu, bu tiirlerin erken donem biiylimesini
karakterize eden yere yatik goriiniimiiyle sonuglanir (Thompson 1955). Bazi durumlarda,

kuzey enlemlerinden olan bitkiler ilk yilda uzayamayabilir (Shelly 1977).
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Tek ve cift bicimli tiplerin karsilastirmali bir c¢aligmasinda, Cooper (1972), tek
bicimli tipin yaprak olarak bitki kiitlesinin daha biiylik bir boliimiinii korudugunu ve ayrica
daha ytiksek bir yaprak alani indeksi elde ettigini gdstermistir. Cooper (1972), bunun tek
bigimli tiplerin artan miktarda enerji miktarin1 etkin bir sekilde yakalayabilmelerini
sagladigin ileri siirmektedir. Yaprak alan1 gelisiminde ve korunga gesitlerinin toplam yaprak
alaninda meydana gelen bu farkliliga ragmen, yonca ile karsilastirildiginda korunganin ¢ok
daha diisiik bir yaprak alani indeksine sahip oldugunu belirtmek gerekir (Sheehy ve Popple
1981). Bu, korunga zayif bir yaprak {lireticisi olmaktan ¢ok, yonca i¢in ¢ok daha yiiksek
spesifik yaprak alam (cm?/g) ile iliskilidir. Gergekten, Sheehy ve Popple (1981), belirli bir
hasatta, yoncanin verim avantajinin neredeyse tamamen daha biiylik bir kok kiitlesinden
kaynaklandigin1 gostermistir. Bu nedenle, daha genis bir yaprak alanina sahip korunga
secilmesini Onerirler. Gelistirilmis fotosentetik verim i¢in spesifik yaprak alanini degistirme
girigimleri, yonca i¢in 6zel bir basari olmadan yapilmistir (Delaney ve Dobrenz 1974). Bu
kismen, belirli yaprak alanini etkileyen giiglii cevresel etkilesimler nedeniyle olabilir (Cooper
ve Qualls 1967, Christian 1977) ve bu nedenle, eger deneylerde etkilesimler en aza
indirilebiliyorsa degisiklik yaklagimi 6nemli olabilir.

Monteith (1965) teorisi dogrultusunda, Sheehy ve Popple (1981), korunganin diisiik
yaprakli alani igin, yere yatik mahsuliin fotosentez icin verimli bir sekilde 151k verdigini
gostermistir. Bu, Cooper'in (1972) daha yatik tek bicimli tiplerin 15181 yakalamada daha dik
c¢ift bi¢cimli tiplerden daha verimli olabilecegi Onerisine destek verir. Se¢imlerin erteleme

temelinde yapildig: takdirde bu fikirlerin dikkate alinmasi gerekebilir ( Rumball 1982).

2.1.5. Cicek ve Tohum Gelisimi

Bir¢gok yazar, korunga ciceklenme kaliplar1 hakkinda, 6zellikle de ekim tiirlerinin
ciceklenme yilinda ¢igek acamayacagi gergcegi hakkinda genel yorumlar yapmistir (Thomson
1938). Cicek agma ve gelistirme konusundaki tek ayrintili ¢alisma Sheely (1977) tarafindan
yapilmistir.
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ali (sagda)

Sheely (1977), incelenen korunga cesidi i¢in dort ayr1 iireme asamasina dikkat
cekmistir. Bu asamalar a) tomurcuk sismesiyle birlestiginde yapraklarin yatay acisindaki bir
artis, b) sap uzamasi, c¢) ¢igeklenme baslangici ve d) ¢i¢eklenmenin olgunluga gelisimi.
Baglamadan Once herhangi bir asamada ilireme asamalar1 olup olmadigi konusunda bazi
sorular (Lang 1965) vardir. Bu, gesitlerin ortaklarinin yaprak agisinda bir artis gosterdigi,
ancak daha fazla ilerlemedigi ve Melrose ve Krasnodar ¢esitlerinin kok uzamasi gdsteren
ancak cigeklenme bagslangici olmayan bazi bitkilere sahip oldugu korunga icin kismen
dogrudur (Sheely 1977). Bununla birlikte, 6nceki iki asamadaki Olgiimler ile ¢igeklenme
arasinda giiclii bir korelasyon bulundugundan, Sheely (1977) onlar1 iireme agamalar1 olarak
stirdiirdii.

Sheely'nin (1977) diger verilerinden, bitkiler kisa giinlere ve diisiik sicakliklara maruz
kaldiklarinda, ¢i¢cek agmanin, degisen yaprak acisindan ve gévde uzamasindan once geldigi
anlagilmaktadir. Bunun, ekim sonbaharda veya oOzellikle ilkbaharin baslarinda olmasi
durumunda, ilk yilda gerceklesmesi beklenebilir ve ilk sezonda ¢igek acan bazi yaygin tiirlerin
raporlarini agiklayabilir (Fagan ve Rees 1930). Aksi takdirde, korunga icin normal iireme
gelisimi, 6zellikle yaygin tiirler ve asir1 kuzey enlemlerinde ortaya ¢ikan, ardindan yaklagik
14 saat veya daha uzun olan giinler i¢in diigiik sicaklikta on iglem gerektiriyor gibi

goriinmektedir.
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Cicekcik olgunlagmasi, her cicegin sivri ucundan meydana gelir ve ¢igekeik, basak
eksenine dik durdugunda belirgindir. Iyi nektar iiretiminin yani sira, yoncada olusan staminal
borunun agmasi korunga 6zelligi degildir ve bu nedenle bitki bal arilar1 i¢in ¢ok ¢ekicidir.
Tozlasma meydana geldiginde, tohum gelisimi hizhidir. Gergek cigeklenme siiresi nispeten
smirhidir (St John-Sweeting 1980). Yeni bazal siirgiinler bu asamaya kadar bicilmemis
bitkilerde gelismeye baslamadigindan, korunga i¢in tohum olgunlugunun Onemli bir

fizyolojik durum oldugu goriinmektedir (Cooper ve Watson 1968).
2.1.6. Kiiltiirel Ozellikler

2.1.6.1. Adaptasyon

Korunganin adaptasyonunun incelenmesinde karsilasilan ilk sorun, ekotiplerin
cesitliligi ve ¢cogu durumda tarif edilen tiirlerin tropik bolgeler hari¢ ¢ogu bdlgeye uyum
gostermesidir. Diger bir komplikasyon, daha detayli ¢alismalarin bazilarinin sinirli gesitleri
(Koch ve ark. 1972) veya sinirlt bir ortam araligin1 kullanmis olmasidir (Evans 1961).

Korunga, sicak ve kurak yazlar1 olan Akdeniz bélgelerinden kuzey kiglari ile siddetli
kislar1 olan kuzey enlemlerine kadar degisen yerlerde meydana geldiginden, iklim sartlarinin
tirtin veya ¢esitlerin kaynagina bagli olarak onemli o6l¢iide degisecegini varsaymak
mantiklidir. Bu degisim ¢igeklenme zamani (Sheely 1977) ve kis dayanimi (Hanna ve
Smoliak 1968, Eslicket ve ark. 1967), her ikisi de orijinin enlemine ve yiiksekligine bagl
olarak, iyi bir sekilde gosterilebilir.

Bununla birlikte korunga, morfolojik ozellikler ve maksimum biiyiime zamani
acisindan kurakliga iyi adapte olmus goriinmektedir (Koch ve ark. 1972). Kisa biiyiime
mevsimlerine uyum, korunganin diisiik sicakliklarda ¢imlenme ve iireme ve dolayisiyla sicak
ve kuru bir iklimde erken bir degisiklige dayanma kabiliyeti ile de gosterilmistir (Young ve
ark. 1972). Bu ozelliklerden dolayi, ABD'li arastirmacilar (Ditterline ve Cooper 1975)
minimum yagis yaklasik 330 mm olan bdlgeler igin korunga dnermektedir. Ust smur, iklimin
iliman hale gelmesinden dolay1 diger baklagillerin nispi degerlerine ve ayrica korungayi
oldukca hizli bir sekilde olumsuz etkiledigi kanitlanan su basmasi olasilifina dayanmaktadir
(Heinrichs 1970).

En 1yi biiyiime i¢in korunga, alkali pH'ina sahip ve kire¢ oram yiiksek olan serbest
akan topraklar gerektirdigi bilinmektedir (Spedding ve Diekmahns 1972). Stebler ve Schroter
(1889), kalkerli topraklarin korunga i¢in en uygun olma nedeninin, diger topraklardan daha
1yi bilyiime icin fiziksel kosullar1 saglamalar1 oldugunu 6ne siirmektedir. Bu fikir, korunganin
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asit kumunda basaril1 bir sekilde olusturuldugu ve ayni zamanda herhangi bir goriiniir yan etki
olmadan pH 6.2' nin bir besin ¢ozeltisi kullanilarak vermikiilitte biiyiitiildiigii ¢alismalarda
desteklenmektedir (Smoliak ve ark. 1972). Bununla birlikte, besin toksisitesi, diisiik pH
seviyelerinde goriilebildiginden, bu faktér géz ardi edilemez. Rorison (1965), korunganin,
esas olarak aliiminyumun toprak cdzeltisindeki toksik etkisinden dolayi, Ingiltere’deki bazi
asitli ¢ayirlardan ¢ikarildigini belirtmistir.

2.1.6.2. Korunganin Tesisi

Korunga igin tavsiye edilen yiiksek tohumlama oranlari, igsletme maliyetlerini tohum
fiyatina bagli yapabilir (Scott 1979, Doyle ve ark. 1984). Korungada ekim orani meyve
kabugu ¢ikartilmis tohumluk kullanilmasi durumunda 55-60 kg/ha iken mevye kabugu
cikartilmamis tohumluk kullaniminda ise 90-100 kg/ha dir (Spedding ve Diekmahns 1972).
Bununla birlikte, korunganin 1000 tane agirligi 13.2-16.8 g'dir ve yaygin olarak kullanilan
pek cok baklagil yem bitkisinden daha yiiksektir; 6rnegin yoncanin 1000 tane agirhigi 2.15 g
olarak belirtilmektedir (Gunn 1972).

Ekim derinligi 6nemlidir ve tohum biiyiikligii ¢ikma oranini belirler (Cooper 1977).
Biiyiik tohum boyutuna ragmen korunga derin ekimlerden iyi ¢ikmaz ve bu nedenle ekim
derinligi yaklagik 1-2 cm olmalidir (Hanna ve ark. 1972). Ekim derinliginin kazara arttirildigi
durumlarda, 6rnegin gevsek, kumlu yelkenler, ortaya ¢ikmasi gozle goriiliir derecede daha
zayif ve gecikmis, bu da agir yabani ot rekabetine neden olmustur (Fortune).

Bir sonraki faktor, laboratuarin ¢imlenme testlerinde ¢imlenme inhibitorleri icerdigi
gosterildiginden, tohum kabugunun ekimden Once cikarilmast gerekip gerekmedigidir
(Carleton ve ark. 1968, Smit 1979). Bununla birlikte, bunlar saha kurulumu tizerinde herhangi
bir etki gostermemistir (Carleton ve ark. 1968). Kalict dogasi nedeniyle, tohum kabugu da
gelisen koke zarar verebilir ve bdylece hastalik enfeksiyonu i¢in bir alan saglayabilir (Sears
1974). Belki de kapsiiliin ¢ikarilmasi i¢in en iyi argliman, 6giitme siirtiinmesinin sert tohum
sayisint azalttigini gosteren Thomson (1952) 'dir. Ayrica 6gilitme, daha fazla tohum hattinin
olugmasina ve ayrica tasima i¢in malzemenin agirliginin azaltilmasina izin verir. Bu kapsiiliin
cikarilmasi icin bu nedenler verilmis olsa bile, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki ¢ogu
tohumlama, kapsiil bozulmadan yapilir (Ditterline ve Cooper 1975) ve bu nedenle, kapsiiliin
cikarilmasi istenebilirken, gerekli olarak kabul edilemez.

Baklagiller i¢in tohumlamada 6nemli bir husus, inokulum kullanimidir. Korungada
Rhizobium belirgin gériindiigii i¢in (Burton ve Curley 1968), yeni ekim alanlar1 ekimden 6nce
canlt bakteri ile tohum asilama gerektirmektedir. Bu kriter karsilandiginda bile, hem nodiil
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olusumu eksikligi hem de goriiniiste iyi nodiile edilmis bitkiler tarafindan etkisiz azot tespiti
ile ilgili sorunlar vardir. Bununla birlikte, eksiklik semptomlar1 biiyiimenin herhangi bir
asamasinda ortaya ¢ikabileceginden, ancak her zaman ekili kosullar altinda ortaya
¢ikmadigindan durum karmasiktir (Hanna ve ark. 1972). Dogal habitatlardaki nodiil varliginin
ve fonksiyonunun goézlemlenmesi, Rhizobium disindaki faktorlerin nedensel olabilecegini
diistindiiren makul bir simbiyotik iligskiyi gosterir (Hely ve Offer 1972). Bir diger olasilik,
diger baklagiller icin bir dizi biiylime kusuru ve yaprak belirtileri ile sonuglanan simbiyotik
iliski lizerinde bilinen etkileri olan mineral beslenmesidir (Epstein 1973).

Son olarak, yerel kosullara bagli olacak ekim zamani meselesi karsimiza ¢ikmaktadir.
Soguk iklimlerde, ilkbahar ekimi muhtemelen en basarili olacaktir ve bitki sicaklik arttik¢a
hizla biiyiiyebildiginden erken yabani ot kontrolii sorunlarinin bir kismimi da 6nleyecektir
(Ditterline ve Cooper 1975). Ancak, yaz kosullar1 6zellikle Akdeniz iklimlerinde oldugu gibi

sertse, sonbahar ekiminin bir avantaji olacaktir (St John-Sweeting).

2.1.6.3. Yabanci Ot Kontrolii

Geng korunga bitkisinin kuvvetli bliylimesine ragmen, genellikle yabani otlara karsi
zayif rakipler olarak kabul edilir (Bland 1971, Ditterline ve Cooper 1975). Bunun sebebi,
korunganin erken yabani ot girisinde bu kadar ciddi bir sorunla karsilagmamis olmasi gibi,
yonca ile benzer bir erken biiylime oranina sahip olmasi net degildir (Smoliak ve ark. 1972) .
Bir diger olasilik ekim oranlarmin genellikle yaklasik 35 kg/ha olmasiyla (Hanna ve ark.
1972, Ditterline ve Cooper 1975), bitki popiilasyonlarinin yabani otlari1 etkili bir sekilde
bogmasi icin yeterli olmamasidir. Bununla birlikte, su anda mevcut olan uzun boylu tiplerin
bazilar, yiiksek bitki popiilasyonlart mevcut olsa bile, ot fidelerinin gélgelenmesinde yetersiz
yaprak alani iiretebilmektedir (Fortune ve Withers 1980).

Herbisit uygulamasi yapilmalidir, nispeten kiigiik bir mahsul oldugundan, yalnizca
smirli sayida kapsamli bir sekilde test edilmistir. Halen trifluralin, 2,4-DB, MCPB ve
siyanazin gibi kimyasallar olduk¢a giivenli goriinmektedir (James ve Atkinson 1978).
Otlatmaya verilen yanitlarin daha 1yi anlagilmasiyla bir miktar yabani ot kontrolii sunmas1 da
miimkiindiir. Buna bir 6rnek, agir otlatmanin, otun ot bilesenindeki giiclii rekabeti azalttig1 ve
korunganin hem verimini hem de kalicihigini arttirdigi Kilcher (1982) tarafindan

verilmektedir.
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2.1.6.4. Giibreleme

Glibre uygulama ¢alismalari, korunganin potasyum (Spedding ve Diekmahns 1972) ve
fosfat gibi ana elementlere yoncadan biraz daha diisiik bir talebe sahip oldugunu
gostermektedir. Diisiik fosfat gereksinimi, korunga koklerinin yiiksek katyon degisim
kapasitesi ve topraktan fosfor ¢ikarma kabiliyetleriyle iliskili olabilir (Fox ve Kacar 1964).
Korunganin toprak fosfat mevcudiyeti lizerindeki etkisi, daha sonra ayni alana ekilen tahil
mahsullerinin fosfat tepkisi olmamasindan da yansir (Fox ve Kacar 1964, Kernick 1978).

Daha once bahsedilen zayif azot fiksasyon eksikliginden kaynaklanan problemler
nedeniyle, az miktarda azot sik¢a uygulanmistir ancak cevaplar degismistir (Mayer 1975,
Smoliak ve Hanna 1975). Uygulanan nitrojene verilen bu degisken tepkiler, kismen azot
fiksajinda azot fiksasyon oranlarinda bildirilen ve asetilen indirgeme teknikleriyle 6lgiilen
onemli degisikliklerden dolay1 olabilir (Major ve ark. 1979, Hume 1981, Krall ve Delaney
1982). Nitrojen giibre olarak tamamen tedarik edilmedigi siirece, korunga veriminin
degerlendirilmesine sinirlamalar getirdigi i¢in bu sorunun ¢oziilmemis olmasi talihsiz bir
durumdur.

Mikro besin gereksinimleri géz 6niinde bulunduruldugunda, 6zellikle pH degisimi i¢in
agir kire¢ uygulamalar1 kullanildiginda, baska komplikasyonlar ortaya ¢ikar. Ornegin, yonca
(Sherrell ve Toxopeus 1978) ve ¢emen (Trigonella foeum-graceum) (Molgaard ve Hardman
1980) gibi diger baklagiller bu kosullar altinda orta ila siddetli bor eksikligi yasayabilir. Bor
eksikligi ile iliskili semptomlarin ¢ogu (Epstein 1973) korungada gozlemlenmis ve diger
faktorleri, 6rnegin kok ve siirgiin biiylimesini etkileyen besin alimini degistirmistir (Ross ve
Delaney 1977).

Korunganin tanitim1 kalite yonlerine odaklandigindan, son zamanlarda yiiksek
miktarda yogunlastirilmig tanen iceren baska bir baklagil olan Lotus pedunculatus ile yapilan
caligmalar1 goz Oniinde bulundurmak Onemlidir (Barry ve Forss 1983). Barry ve digerleri
(Barry ve Duncan 1984, Barry ve Manley 1984), toprak verimliliginin, otlardaki tanenlerin
konsantrasyonunu belirgin sekilde etkileyebilecegini gostermistir. Ozellikle diisiik organik
madde igeren alanlardan gelen bitkiler, verimli alanlara gére daha yiliksek konsantrasyonlarda
yogunlagsmis tanen igermektedir ve bu nedenle ruminant hayvandaki sindirim sistemi
farklilagsma egilimindedir. Korungadaki tanenlerin yapisi L. pedunculatus'takilerden farkli olsa
da, bitki dokusundaki konsantrasyonlarinin benzer sekilde etkilenmesi ve kalite degisikligine
yol agmast miimkiin goriinmektedir.
2.1.6.5. Hastaliklar ve Zararhlar
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Korunganin bir avantaji, genel olarak diger tiirlere ve 6zellikle de yoncaya saldirabilen
bir dizi zararliya direngli goriinmesidir (Lance 1980). Saha gozlemleri, bir¢ok zararh
maddenin yesillikten kaginiyor gibi goriinmesine ragmen, tohumun bir dizi bocek tiiriinlin
(Fortune) hedefi oldugunu gostermektedir.

Ta¢ ve kok ciiriikligii kompleksi, 6zellikle sulamada, durus yogunlugunda hizli bir
diisiise neden olabilecegi icin ana hastalik problemi gibi goriinmektedir (Sears ve ark. 1975).
Bununla birlikte, bu kompleks baslangi¢ta Fusarium solani'nin rol oynadig1 ana organizma
oldugu diistiniildiigii agik¢a anlasilmamistir (Sears ve ark. 1975), ancak daha yeni ¢alismalar
siradan  organizmanin bakteriler oldugunu gdstermektedir (Gaudet ve ark. 1980).
Epidemiyolojideki bu belirsizliklere ragmen, Auld ve ark. (1977), hastaliga direngli tiplerin

secimi i¢in potansiyel oldugunu gostermistir.

2.1.6.6. Karisimlar

Karisimlar, ya maksimum verim ile daha iyi kalitede bir ot saglayarak ya da otlatma
veya muhafaza i¢in otun mevcut oldugu siireyi asarak alan1 daha iyi kullanmaktadir. Korunga
ve yoncayl siskinligi azaltmak icin bir araya getirme olasiligi yeni bir fikirdi, ancak
korunganin yiiksek lezzetliligi (Smoliak ve Hanna 1975) iki tiirlin ayrilmasini gerektirebilir.
Ayrica, korunga verimi ¢ok diislikse, yonca ile yapilan sislik kontrolii i¢in yine de daha uygun
bir teklif olmustur (Scott 1979). Cayir kelp kuyrugu (Phleum pratense), cayir yumagi
(Festuca pratensis) ve domuz ayrig1 (Dactylis glomerata) gibi bitkiler Ingiltere’de iimit vaat
etmislerdir (Spedding ve Diekmahns 1972). Kilcher (1982), tohumun alternatif siralarda
olmasi durumunda bir miktar iyilesme olmasina ragmen, Rus yabani ¢imi (Elymus junceus)
ile bir karisimda yetistirildiginde korunganin iki yildan uzun bir siire devam etmedigini

gostermistir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde potansiyel gdsteren bir karigim, karisimin tek basina
yetisen tiirlerden daha fazla verim sagladigi korunga ve gazal boynuzu (Lotus corniculatus)
olmustur (Cooper 1973, 1979). Cooper (1973), bu kazanimin bir kismint iki tiiriin biiyiime
sekline baglar; korunga, mevsimin baglarinda en aktif olanidir ve yaz ortasinda ise gazal
boynuzu o6ne ¢ikmaktadir. Bu ilgi noktalarmin = disinda, karisimlar  yOnetimi
karmasiklastirmaktadir ve bu nedenle su anda tek kiiltiirde korunganin degeri daha iyi

anlasilabilmektedir.
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2.1.7. Korunganin Genetigi ve Islah1

Korunganin genetigi ve islahi dikkate alindiginda karsilasilan ilk sorunlardan biri
taksonomik kimliktir. Bu, sirasiyla 14 ve 28 kromozom sayisina sahip diploid ve tetraploid
tiirlerinin olusmasiyla daha da karmasiktir (Chapman ve Yuan 1968, Simmonds 1976). Heyn
(1962) tarafindan yapilan ayrintili bir ¢alisma, bir ¢ift iligkili Onobrychis tiirii igin ek
kromozomlar (16 ve 32) gostermistir ve ayrica morfolojik gerekgelerle tiirlerin ayrilmasindaki
baz1 problemlere dikkat c¢ekmistir. Agikga, eger biiylikk Olgekli bir 1slah programi
uygulanacaksa, belli melezlemeler denenirse uyumsuzluklar olabileceginden bu faktorlerin
dikkate alinmasi gerekecektir.

Korunga genellikle yabanci dollendiginden (Thomson 1938), bir gesit genotip
koleksiyonundan olusacaktir. Heterojenlik derecesi, temel bitkilerin sayisina ve olusumuna,
yabanci polenlerden izolasyon ve yabanci ot temizligine bagli olacaktir. Kendine ddllenme
oldukg¢a kolay bir sekilde gergeklesebilse de (Knipe ve Carleton 1972), hayvanciligin etkileri
derhal ortaya ¢ikmaktadir. Thomson (1938) zayif fide olusumunu belirtmektedir.

Korunga ile bugiine kadarki 1slah ¢alismalarinin ¢ogu, secilen bitkilerin polikrosunun
takip ettigi elit bitkilerin fenotipik secimi ile kuru madde verimini ve yeniden biiylime
kabiliyetini arttirmay1 amaglamistir (Carleton 1968, Hanna 1968, Varga 1968, Melton 1977,
Rumball 1982). Ustiin kisa dayanim, daha asir1 enlemlerde de 6zel bir 6neme sahiptir (Hanna
1980). Se¢ime tabi olan karakterler igin kalitilabilirlik tahminleri hakkinda smirli sayida
yaymlanmis kanit vardir (Varga 1968). Su ana kadar 1slah ¢abalarinin kii¢lik capta olmasina
ragmen, ¢esitli iilkelerde kayith ve kiiltiirii yapilan birgok ¢esit bulunmaktadir. Kisaca, normal
olarak yabanci c¢icek tozu ile dollenen korunga, 2n=28 kromozoma sahiptir. Islah
amaglarindan en onde gelenleri verim ve uzun Omiirliiliik olmaktadir. Memleketimizde
korunga materyali zengin oldugundan seleksiyon ve melezleme ile bu bitkide ¢ok basarili
sonuclar alinmas1 miimkiindiir. Korunga ¢igeklerinin tozlasma ve dollenmesinde arilarin ¢ok
bliytik rolii vardir. Cigek rengi cazip oldugundan korunga arilarin son derece ilgisini ¢ceken ve
cok ziyaret ettikleri bir bitkidir. Bu nedenle yabanci dollenme fazlalasacagindan yeni korunga
tiplerinin olugsmasi ve genetik varyasyonun artmasi dogaldir. Orta Anadolu’da korunganin kok
bogazlarinda zarar yapan (Dipsosphecia scopigera Scop.) adli bir bocek 6nem tagimaktadir.
Bitkilerin kok bogazlarinda 2. yildan itibaren yerleserek zarar yapar. 3. ve 4. yillarinda
bitkilerin 6lmesine yol agarak korunga parsellerini seyreklestirdigi goriilmiistiir. Bunu

onlemek i¢in birinci y1ldaki ekimden sonra ikinci y1l tekrar seyrek bir ekim yapilabilir.
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Bitki 1slahindaki ilerlemeler, yonca (Medicago sativa L.) gesitlerinin iyilesmesine yol
acsa da, korunga lretimi eski ¢esitlere dayanmaya devam etmektedir (Demdoum ve ark.
2012) ve korunga aksesyonlarinin genetik cesitliligi hakkinda, anavatan1 ve diinyanin diger
bolgeri de dahil olmak iizere ¢ok az bilgi mevcuttur.

Korungadaki evrim egilimi kisaca kromozom sayisina gore agiklanmistir. Goldblatt
(1981), x = 8'in korunga atalarinin kromozomu oldugunu ileri siirmiistiir ve x = 7 olan
tiirlerin andploid kaybi oldugunu belirtmistir. Ancak, Falistocco (1991) ve Gomurgen (1996),
cins i¢indeki degerlendirmenin, temel kromozom sayisini artirarak yapildigini iddia etmistir.
Abou-El-Enain (2002) cinsinin kromozom tipini metasentrik ve submetasentrik arasinda
degistigini ve 1,6 um (kiigiik-orta) ila 2,6 um (orta) arasinda uzunluga sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica, cins igerisinde bes farkli kromozom sayisi tespit etmistir [(2n = 2x = 14),
(2n=4x=28), 2n =2x=16), (2n = 4x = 32) ve (2n = 8x = 56)]. Sepet ve arkadaslar1 (2011)
calistiklar1 sekiz tiirdeki ortalama kromozom uzunlugunun 1.54 pm ila 4.21 um oldugunu
vurgulamiglardir. Temel olarak sitogenetik ile ilgili bir dizi ¢alisma ve tohum depolama
proteinleri cins igindeki filogenetik iliskileri degerlendirebilir (Abou-EI-Enain 2002).

Onobrychis cinsi tizerinde yapilan Onceki yillara ait sitogenetik calismalar klasik
yontemlere dayanmakta, ve bir ka¢ kromozom sayimi ile karyotip analizinin yapildig:
calismadan ibarettir. Yapilan ¢alismalara gore korunga iki farkli temel kromozom sayisina
(x=7 ve x=8) sahip diploid (2n=14 ve 2n=16) ve dolayistyla 2n=28 ve 2n=32 kromozomlu
tetraploid olarak iki farkli ploidi diizeyine sahiptir (Hejazi ve ark. 2010, Yiicel 2019).

Cins tizerinde yeni sitogenetik teknikler heniiz kullanilmamistir. Korunga gen bankasi
aksesyonlar1 nispeten yeni bir sitogenetik teknik olan flow sitometri ile ilk defa bu ¢aligmada
karakterize edilmis ve bu ¢aligma Oncesine kadar aksesyonlarin bilinmeyen ploidi diizeyleri
belirlenmistir.

Flow sitometri son yillarda hizi, kolayligi, hassasiyeti ve ekonomik olmasi
nedenleriyle ploidi analizlerinde tercih edilen yontemdir (Johnson ve ark. 1998, Brummer ve
ark. 1999, Arumuganathan ve ark. 1999, Tuna ve ark. 2001, Tuna ve ark. 2007). Flow
sitometri metodu ile belirlenmis olan ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi tiir spesifik oldugu i¢in
ploidi analizinin yanisira evrim ve taksonomik siniflandirmalarda da son derece yararlidir ve
kullanimi giderek yayginlagmaktadir (Ohri D. 1998, Naganowska ve ark. 2003, Smarda 2006,
Zonneveld 2009, Meiners ve ark. 2011).
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2. 2. Flow Sitometri
2.2.1. Tamimi

Ik flow sitometri, UV 1s131nin emilimine gére, insan hiicrelerindeki DNA miktarini
Olgmek i¢in kullanilmistir (Kamentsky ve ark. 1965). Bu yaklasimin yerini floresans almistir
(Dittrich ve Gohde 1969, Van Dilla ve ark. 1969) ve giinlimiize kadar DNA igerigi floresans
emisyonu Olgiilerek dolayli olarak belirlenmistir. Cekirdek DNA igerigini tahmin etmek igin,
cekirdeklerin ve/veya gecirgenlestirilmis hiicrelerin siispansiyonlar, DNA'ya 0zgii bir
florokrom ile boyanir ve her bir ¢ekirdek tarafindan yayilan 1s1k miktar1 6l¢iiliir. Analizin
sonucu genellikle, nispi DNA igerigini temsil eden, nispi floresan yogunlugunun histogrami
seklinde gosterilir. Biiyiik hiicre popiilasyonlari kisa siirede dlgiilebildiginden, flow sitometri,
anoploidi (Kawara ve ark. 1999), apoptotis (Vermes ve ark. 2000) ve hiicre dongiisii kinetigini
izlemek i¢in biyomedikal arastirmalarda yaygin olarak kullanilmistir (Rabinovitch 1994).

Y ontemi bitkilerde uygulama girisimleri, bozulmamis hiicrelerin ve flow sitometri igin
uygun cekirdeklerin siispansiyonlarinin hazirlanmasindaki zorluklarla engellenmistir. 1k
basarili deneyde, Heller (1973), pektinaz ve pepsin ile yapilan enzimatik islemlerden sonra
bakla ¢ekirdeklerinin alkol asetik asitle sabitlenmis kok uglarindan siispansiyonlari
hazirlamistir. Cekirdek DNA, etidyum bromiir ile boyanmis ve nispi floresan yogunlugunun
analizi, hiicre dongiisti kinetiginin analizi i¢in bir potansiyel gostermistir. Neredeyse on yil
boyunca, digerleri bu ¢alismayi takip etmemistir, c¢linkii o glinlerde flow sitometri cihazlari,
biiyiik 6lgiide biyomedikal arastirmalarla sinirli uygulamalara sahip pahali makinelerdi. Ornek
hazirlama zahmetlidir ve makalenin Almanca olarak yazilmis olmasi muhtemelen genis bir
izleyicti kitlesine ulagsmasina engel olmustur.

Sonraki raporlar sadece 1980’lerin basinda ortaya ¢ikmistir. Daha az popiiler olan bir
strateji, saglam hiicrelerin i¢indeki cekirdeklerin DNA igerigini tahmin etme olasiligini
arastirmistir. Otofloresan olan ve sivi akisini bozan diizensiz bir hiicre sekli veren sert bir
hiicre duvarinin varligi, izole edilmis bitki hiicrelerini, flow sitometri kullanarak DNA
igeriginin tahmini i¢in uygun hale getirir. Hidrolitik enzimler (seliilazlar, pektinazlar)
kullanilarak hiicre duvarmin ¢ikarilmasi, hiicreleri, flow sitometri iginde diizenli davranig
gosteren protoplastlara doniistiirlir. Puite ve Ten Broeke (1983) cekirdek DNA'nin bitki
protoplastlarinda boyali olabilecegini gostermistir. Bununla birlikte, floresan yogunlugunun
histogramlar1 hiicre donglisii dagilimi agisindan yorumlanamamistir. Bu muhtemelen
sitoplazmik otofloresansin ve plazma membranmin diisiik gecirgenliginin etkisidir. Etanol-
asetik asit ile fiksasyon hiicre zarmi gecirir ve otofloresansi azaltir. Bununla birlikte, sonugta
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ortaya ¢ikan histogramlarin kalitesi oldukg¢a diisiiktiir (Galbraith and Shields 1982, Puite ve
Ten Broeke 1983), muhtemelen c¢ekirdegin 'merkez disi' konumundan kaynaklanmaktadir
(Galbraith 1990). Daha basarili bir yaklasim, protoplastlardan, bir deterjan varliginda veya
hipotonik bir ortamda salinabilen bozulmamis c¢ekirdeklerin analizine dayanir ve DNA
iceriginin ¢ok iyi histogramlarina yol agar (Puite ve Ten Broeke 1983, Galbraith 1984, Ulrich
ve ark. 1988).
2.2.2. Tarimsal Arastirmalarda Kullanimi

Ilk deneyler, bitkilerdeki DNA iceriginin, yalmzca protoplastlardan izole edilmis
cekirdekler kullanilarak yeterli hassasiyetle tahmin edilebilecegini gostermistir. Ancak, bu
yaklasgim zor ve zaman alicidir. Galbraith ve arkadaglar1 (1983), uygun bir izolasyon
tamponunda kiigiik bir taze yaprak dokusunun bir jilet ile kiigiik parcalara ayrilana kadar (60-
90s) kesilmesiyle c¢ekirdekleri biitiin olarak silispansiyon halinde hiicrenin geri kalan
kisimlarindan izole etmislerdir. Bu sekilde elde edilmis olan ¢ekirdekler flow sitometri ile
analizi basarili bir sekilde analiz edilmistir. Onceki yontemlerin aksine, bu yontem son
derecede basit, kullanisli ve hizli bir yontemdir. DNA igerigini tahmin edebilme yetenegi,
temel arastirmalardan iireme ve tohum {iretimine kadar uzanan ve niikleer genom
biiyiikliigiiniin (Hiilgenhof ve ark. 1988), ploidi taramasinin dahil oldugu c¢ok g¢esitli
uygulamalari tesvik etmistir (De Laat ve ark. 1987). Ornegin mixoploidi (Roux ve digerleri
2001) ve andploidi saptama (Roux ve ark. 2003), polisomatinin derecesinin degerlendirilmesi
(Barow ve Meister 2003), iireme yollar1 (Matzk ve ark. 2000) ve hiicre dongi kinetigi
(Sandoval ve ark. 2003) bunlardan bazilaridir. Bu nedenle, bitkilerde flow sitometri
analizlerinin Galbraith ve arkadaslar1 (1983)’nin basarili ¢caligmalarindan sonra bagladigi ve
yayginlastig1 sdylenebilir.

Flow sitometri, goreceli florasans yogunlugunu analiz ettiginden, bir 6rnegin ¢ekirdek
DNA igerigi, cekirdek DNA igerigi bilinen bir standard ile kiyaslanarak belirlenmektedir.

DNA igerigi onceden bilinen bitkilerin hiicre ¢ekirdekleri ve florasan boncuklar
(beads) yaygin olarak kullanilan standartlar arasinda yer almaktadir. Miimkiinse standart ve
analiz edilecek Ornek, boyama kosullarimin ayni olmasit i¢in ¢ekirdek izolasyonu
baslangicinda karistirilmalidir. Florasan boncuklar flow sitometri imalat¢ilar1 tarafindan
saglanmaktadir. Bunlar, ayrica flow sitometrenin kalibrasyonu ve histogram piklerinin
varyasyon katsayisini minimize etmek i¢in de kullanilmaktadir. Cekirdek DNA analizleri i¢in
standart seciminde, secilecek bitkinin analizlerde sorun yaratan fenolik bilesikler ve florasan
inhibitdrlerini biinyelerinde bulundurmamasina dikkat edilmelidir. Ayrica secilecek olan bitki
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sitolojik olarak homojen bir yapida olmali ve gerektiginde daha sonraki yillarda yapilacak
olan ¢aligmalarda kullanmak amaciyla elde edilebilinmelidir (Tuna 2004).

Bir tiirtin genom biiyiikliigiiniin belirlenmesinde, rastgele se¢ilmis birkag¢ bitki analiz
edilir ve her biri birka¢ kez analiz edilir. Ayn1 bitkinin yinelenen olglimleri, prosediirdeki
varyasyonun tespitini kolaylastirirken birkac bitkinin analizi, spesifik olmayan varyasyonun
izlenmesine izin verir. Bitki sayist ve tekrarlanan Olgilimler, farkli calismalar arasinda
degisiklik gosterir. Spesifik olmayan genom biiyiikliigli varyasyonu incelendiginde, genom
boyutunu giivenilir bir sekilde tahmin etmek icin baska birka¢ kosulun yerine getirilmesi
gerekir: (a) Cekirdekler yeterli miktarda izole edilmeli, saglam olmali ve DNA'lar
bozulmamali veya degistirilmemelidir; (b) DNA boyama, hem hedef hem de standart
cekirdekler icin spesifik ve stokiyometrik olmalidir; (c¢) Referans standardin genom
biiyiikliigii bilinmelidir. Ne yazik ki, bu {i¢ kosuldan her birinin karsilanmasi kolay degildir,
bu da hatal1 sonuglara yol agabilmektedir.

Bitkilerde yapilan morfolojik ve genetik karakterizasyonun yaninda sitolojik
karakterizasyon da onemli bir yere sahiptir. Sitolojik ¢aligmalarda kullanilan tekniklerin,
cevresel kosullardan etkilenmemesi, analizin bitkinin herhangi bir parcasinda ya da biiylime
doneminde yapilabilmesi, analiz sayisinin zamanla ve materyalle sinirli olmamasi, analizin
bitkinin ¢ok kii¢iik 6rneklerinde yapilabilmesi de sitolojik ¢alismalarin dnemini arttirmigtir.
Ayrica 1slahta istenilen 6zelliklerin taranabilmesi icin cesitlerin sitolojik yapilar1 arasindaki
iliskinin bilinmesi énemli rol oynamaktadir (Ozgen ve ark. 2000).

Ersoy ve arkadaslart (2014) tarafindan yapilan bir 1slah c¢alismasinda bulunan
genotipler arasindaki ploidi seviyelerindeki farkliliklarin iireme engeli olusturdugu ve gen
akisint olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu sebeple herhangi bir 1slah ¢alismasindan 6nce
bireyler arasinda bulunan ploidi seviyesi farkliliklar1 ve bu farkliliklarin derecesi dnem arz
etmektedir.

Geleneksel olarak ploidi bitki kok ucu hiicrelerinde mitotik kromozomlar1 sayarak
belirlenmektedir. Yontem ¢ok fazla zaman, is giicii ve yiiksek oranda boéliinen hiicreye
gereksinim duymaktadir. Bunlara ek olarak, kromozomlar kiigiik veya ¢ok fazla olan tiirlerde
yanlis tespitlere neden olabilmektedir. Ozellikle bitki genetik kaynaklarinda oldugu gibi ¢ok
sayida bitkinin ploidi diizeyinin belirlenmesi gerektigi durumlarda bu yontem oldukca
yetersiz kalmaktadir.

Tiim bitki kromozomlari, hiicre ¢ekirdeginde yer almaktadir ve bitkilerin g¢ekirdek
DNA igerigi ile ploidi diizeyleri arasinda dogru orantili bir iligki bulunmaktadir. Bu iliski goz
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ontlinde bulundurularak c¢ekirdek DNA igeriginin ploidi diizeyi belirlemede kullanilabilecegi
disiiniilmistiir. Cekirdek DNA igerigini hizli ve hassas bir sekilde belirleyen flow sitometri
cthazinin gelistirilmesini izleyen yillarda, ¢ekirdek DNA igerigi bir ¢ok arastirici tarafindan
ploidi diizeyinin belirlenmesinde kullanilmistir (Lu ve ark. 1998, Johnson ve ark. 1998,
Brummer ve ark. 1999, Tuna ve ark. 2004).

Daha 6nce agiklandigi gibi, DNA igerigi belirlenen bitkilerden bir kag tanesinin kok
ucu hiicrelerinde mitoz kromozomlar1 sayilir ve bu kromozom sayis1 diger bitkilere ait DNA
igerikleri ile iliskilendirilir. Boylece her bitki i¢in kromozom saymaya gerek kalmadan biitiin
bitkilerin ploidi diizeyi belirlenmis olur.

Flow sitometri ile ploidi analizinin geleneksel yontem olan kromozom saymaya gore
bazi avantajlart vardir. Bunlar; 6rnek hazirlamasi kolay, hizli (bir giinde birka¢ yiiz 6rnek
analiz edilebilir), boliinen hiicre olup olmamasina bagimli degil (kdk ucu meristem
hiicrelerine gereksinim duymaz), analiz i¢in ¢ok kiiglik bir yaprak dokusu yeterli ve bir
populasyonda ploidi karigikliklarinin  belirlenmesinde kullanilabilir olmasi seklinde
siralanabilir. Ploidi analizi, giiniimiizde flow sitometrenin bitki 1slah1 ve tohum {iiretiminde en
yogun kullanildig1 uygulama alanidir (Dolezel 1997).

Bazi kiiltlir tiirlerinde, ticari gesitler triploid ploidi (6rnegin ¢ekirdeksiz karpuz)
diizeyine sahiptir. Arzu edilen ploidi diizeyine sahip bu tiir ¢esitlerin 1slahi, farkli melezleme
stratejilerine dayanir. Bu 1slah programlarinda flow sitometri hem anac¢ bitkilerin, hem de
onlarin melezlerinin ploidi diizeyinin belirlenmesinde rutin olarak kullanilmaktadir (Dolezel
1997). Baz tiirlerde ise tetraploid cesitler, diploidlere oranla daha yiiksek bir performansa
sahiptir. Kasava ve muz bu tip tiirlere iyi bir ornek teskil ederler. Kasava ve muz islah
programlarinda, flow sitometri tetraploid bitkilerin belirlenmesi amaciyla rutin bir sekilde
kullanilmaktadir (Awoleye ve ark. 1994, Van Duren ve ark. 1996).

CIMMYT de klasik geri melezleme yolu ile tetraploid Tripsacum dactyloides’ ten
misira apomiksis 0zelligi transfer edilmeye ¢alisilmistir. Yiiriitiilen bu projede seksiiel kalint
nedeniyle nadiren meydana gelen ve bir sonraki asamada kullanilacak olan tip dis1 bitkilerin
teshisinde de flow sitometri kullanilmistir (Dolezel 1997).

Tiirler arast hibritlerin teshisinde hizi, ekonomikligi ve hassasiyeti sebebiyle 6zellikle
fazla sayida bitki analiz edilmesi gerektiginde flow sitometri cok yararlidir. Ornegin, Keller
ve ark. (1996) soganin Allium cinsi igerisinde yer alan 19 tiir ile melezlenmesinden elde edilen

melez bitkilerin teshisinde flow sitometriyi kullanmiglardir.
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Onobrychis cinsi igerisinde iki farkli temel kromozom sayisinin (n=7 ve n=8)
bulunmasi, ve cinsin igerisinde ploidi diizeyinin diploid ile tetraploid arasinda degisim
gostermesi nedeniyle Onobrychis genetik kaynaklari bilimsel arastirmalarda kullanilmadan
yada 1slah g¢alismalarina dahil edilmeden 6nce dogru bir sekilde teshis edilmeli ve ploidi
diizeyleri belirlenmelidir. Aksi takdirde c¢esitli uyusmazlik sorunlar1 ile karsilagmak
kacinilmazdir. Bu sorunlarda arastiricilarin zaten kit olan zaman, insan giicli ve biitge gibi

kaynaklarinin heba olmasina neden olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirma; Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Bolimii Bitki Genetigi ve Sitogenetigi laboratuarinda yiiriitiilmiistir.

3. 1. Bitki Materyal

Bu yiiksek lisans tezinde, 1slah programlarinda kullanmak amaciyla Amerika Birlesik

Devletleri'nde bulunan USDA-GRIN (United States Department of Agriculture)’dan temin

edilmis olan ve korunga cinsinin 3 farkli tiiriine ait toplam 210 aksesyon (88 Onobrychis

viciifolia, 98 Onobrychis transcaucasica ve 24 Onobrychis arenaria) bitki materyali olarak

kullanilmistir. Aksesyonlarin PI numaralar1 ve onlara ait cografi bilgiler Cizelge 3.1.de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Arastirmada Kullanilan Onobrychis viciifolia, Onobrychis transcaucasica ve
Onobrychis arenaria Aksesyonlarinin Aksesyon Numaralart ve Orijinleri

SIRA  |AKSESYON NO TUR ADI TOPLANDIGI YER
1 P1 170582 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
2 P1 170583 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
3 P1 170585 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
4 P1171725 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
5 P1171726 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
6 P1 182247 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
7 Pl 192993 Onobrychis viciifolia

8 P1 192994 Onobrychis viciifolia

9 P1 192995 Onobrychis viciifolia

10 P1 200872 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
11 Pl 201511 Onobrychis viciifolia

12 P1 204595 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
13 Pl 206458 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
14 P1 206459 Onobrychis viciifolia Tiirkiye
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15 Pl 212241 Onobrychis viciifolia Washington, ABD

16 Pl 223389 Onobrychis viciifolia fran

17 Pl 225728 Onobrychis viciifolia Tiirkiye

18 Pl 228156 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
19 Pl 229612 Onobrychis viciifolia fran

20 Pl 229613 Onobrychis viciifolia iran

21 P1 236486 Onobrychis viciifolia Tiirkiye

22 P1 237089 Onobrychis viciifolia Tiirkiye

23 Pl 239957 Onobrychis viciifolia fran

24 PI 239959 Onobrychis viciifolia fran

25 Pl 250024 Onobrychis viciifolia fran

26 P1 258768 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
27 P1 258769 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
28 P1 258770 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
29 P1 258772 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
30 Pl 258773 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
31 Pl 258776 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
32 P1259491 Onobrychis viciifolia Ingiltere

33 P1 259492 Onobrychis viciifolia Ingiltere

34 Pl 259493 Onobrychis viciifolia Ingiltere

35 P1 263159 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
36 Pl 273784 Onobrychis viciifolia Litvanya

37 Pl 273785 Onobrychis viciifolia Ukrayna

38 Pl 273786 Onobrychis viciifolia Stavropol, Rusya

39 Pl 273787 Onobrychis viciifolia Kabardino-Balkaria,

Rusya
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40 Pl 273788 Onobrychis viciifolia Ukrayna

41 P1273790 Onobrychis viciifolia Krasodar, Rusya

42 Pl 273791 Onobrychis viciifolia Ukrayna

43 P1 302936 Onobrychis viciifolia Ispanya

44 P1 302937 Onobrychis viciifolia Ispanya

45 P1302938 Onobrychis viciifolia Ispanya

46 P1302939 Onobrychis viciifolia ispanya

47 P1 306693 Onobrychis viciifolia italya

48 Pl 311468 Onobrychis viciifolia Ispanya

49 Pl 311469 Onobrychis viciifolia Ispanya

50 PI 313046 Onobrychis viciifolia Ispanya

51 P1 313047 Onobrychis viciifolia Almanya

52 Pl 313049 Onobrychis viciifolia Polonya

53 P1 313050 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
54 P1 313053 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
55 Pl 313054 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
56 Pl 313055 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
57 Pl 313056 Onobrychis viciifolia Norveg

58 P1 313057 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
59 P1 313060 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
60 P1 313064 Onobrychis viciifolia Italya

61 Pl 313066 Onobrychis viciifolia Bulgaristan

62 Pl 316296 Onobrychis viciifolia Eski Sovyetler Birligi
63 P1 318602 Onobrychis viciifolia Isvigre

64 P1 318603 Onobrychis viciifolia Isvigre

65 P1 313604 Onobrychis viciifolia Isvigre
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66 P1 318605 Onobrychis viciifolia Isvigre

67 P1 318606 Onobrychis viciifolia Isvigre

68 P1 319059 Onobrychis viciifolia Ispanya

69 P1 319060 Onobrychis viciifolia Ispanya

70 P1 319061 Onobrychis viciifolia Ispanya

71 P1319713 Onobrychis viciifolia Romanya

72 Pl 338651 Onobrychis viciifolia Fas

73 P1 372829 Onobrychis viciifolia Cekya

74 P1 372831 Onobrychis viciifolia Cekya

75 P1 372833 Onobrychis viciifolia Cekya

76 P1 372834 Onobrychis viciifolia Cekya

77 Pl 372835 Onobrychis viciifolia Cekya

78 P1 401467 Onobrychis viciifolia Romanya

79 P1 440577 Onobrychis viciifolia Kazakistan

80 Pl 494668 Onobrychis viciifolia Romanya

81 Pl 494669 Onobrychis viciifolia Romanya

82 Pl 502554 Onobrychis viciifolia Rusya

83 P1561106 Onobrychis viciifolia Hakkari, Tiirkiye

84 P1561107 Onobrychis viciifolia Van, Tiirkiye

85 P1 568208 Onobrychis viciifolia Afyon, Tiirkiye

86 P1600767 Onobrychis viciifolia Meksika

87 Pl 639688 Onobrychis viciifolia Wyoming, ABD

88 W6 12992 Onobrychis viciifolia Cin

89 Pl 228154 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
90 P1251697 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
91 P1251698 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
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92 Pl 273753 Onobrychis transcaucasica Azerbeycan

93 Pl 273754 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

94 Pl 273755 Onobrychis transcaucasica Krasnodar, Rusya
95 Pl 273756 Onobrychis transcaucasica Tahran, Iran

96 Pl 273757 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

97 Pl 273758 Onobrychis transcaucasica Azerbeycan

98 P1 273760 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

99 Pl 273761 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

100 Pl 273762 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

101 Pl 273763 Onobrychis transcaucasica Giircistan

102 Pl 273764 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

103 Pl 273765 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

104 Pl 273766 Onobrychis transcaucasica

105 P1273767 Onobrychis transcaucasica Ukrayna

106 Pl 273768 Onobrychis transcaucasica Ozbekistan

107 Pl 273769 Onobrychis transcaucasica \oronezh, Rusya
108 Pl 273770 Onobrychis transcaucasica Krasnodar, Rusya
109 Pl 273772 Onobrychis transcaucasica Azerbeycan

110 Pl 273774 Onobrychis transcaucasica Kuzey Osetya, Rusya
111 Pl 273775 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

112 P1 273776 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

113 Pl 273777 Onobrychis transcaucasica Giircistan

114 Pl 273779 Onobrychis transcaucasica Glircistan

115 Pl 273780 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

116 Pl 273781 Onobrychis transcaucasica Ermenistan

117 P1 273783 Onobrychis transcaucasica Stavropol, Rusya
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118 P1 312974 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
119 P1312975 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
120 Pl 312976 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
121 Pl 312977 Onobrychis transcaucasica fran

122 Pl 312978 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
123 P1312979 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
124 P1312980 Onobrychis transcaucasica Tiirkiye

125 Pl 312981 Onobrychis transcaucasica Tiirkiye

126 Pl 312982 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
127 Pl 312983 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
128 Pl 312984 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
129 P1312985 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
130 P1 312986 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
131 P1 312987 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
132 P1312988 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
133 Pl 312989 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
134 Pl 312990 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
135 Pl 312991 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
136 P1312992 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
137 P1312994 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
138 P1 312995 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
139 Pl 312996 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
140 Pl 312997 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
141 Pl 312998 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
142 Pl 312999 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
143 P1 313000 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
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144 Pl 313002 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
145 P1313003 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
146 Pl 313005 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
147 Pl 313007 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
148 Pl 313008 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
149 P1 313009 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
150 P1313010 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
151 P1313011 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
152 Pl 313012 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
153 Pl 313013 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
154 P1313014 Onobrychis transcaucasica Cekoslovakya

155 P1313015 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
156 P1313016 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
157 P1313018 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
158 P1313019 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
159 Pl 313020 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
160 Pl 313029 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
161 Pl 313032 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
162 P1313033 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
163 P1313034 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
164 P1313035 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
165 Pl 313037 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
166 Pl 313038 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
167 Pl 313039 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
168 P1313042 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
169 P1313043 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
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170 P1 313044 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
171 Pl 314097 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
172 Pl 314098 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
173 Pl 316294 Onobrychis transcaucasica Cin

174 Pl 318601 Onobrychis transcaucasica Isvigre

175 Pl 372813 Onobrychis transcaucasica Cekya

176 Pl 372814 Onobrychis transcaucasica Cekya

177 Pl 372817 Onobrychis transcaucasica Cekya

178 P1 372818 Onobrychis transcaucasica Cekya

179 P1 372819 Onobrychis transcaucasica Cekya

180 P1 372820 Onobrychis transcaucasica Cekya

181 Pl 372821 Onobrychis transcaucasica Cekya

182 Pl 372822 Onobrychis transcaucasica Cekya

183 Pl 372823 Onobrychis transcaucasica Cekya

184 Pl 372826 Onobrychis transcaucasica Cekya

185 P1 372827 Onobrychis transcaucasica Cekya

186 Pl 403969 Onobrychis transcaucasica Eski Sovyetler Birligi
187 Pl 273744 Onobrychis arenaria Kazakistan

188 Pl 273749 Onobrychis arenaria Ukrayna

189 P1 297921 Onobrychis arenaria Avustralya

190 P1312911 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
191 Pl 312912 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
192 Pl 312913 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
193 Pl 312914 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
194 P1 312915 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
195 P1 312916 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi

33




196 P1 312917 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
197 P1312918 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
198 P1312919 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
199 Pl 312920 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
200 Pl 312921 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
201 P1 312923 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
202 P1 312924 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
203 P1 312926 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
204 Pl 312927 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
205 P1 368032 Onobrychis arenaria Ankara, Tirkiye

206 P1372798 Onobrychis arenaria Cekya

207 P1 372799 Onobrychis arenaria Cekya

208 P1 372800 Onobrychis arenaria Cekya

209 P1 392387 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi
210 P1 505891 Onobrychis arenaria Eski Sovyetler Birligi

Yiirtitiilen bu tez ¢aligmas: ile; halihazirda bulunan korunga aksesyonlarinin ¢ekirdek
DNA igerigi ve ploidi seviyesinin belirlenmesi amaglanmistir ve buna yonelik caligmalarda
her aksesyondan 5 adet bitki kullanilmustir. Bitki dokusu olarak, Namik Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii iklim odasinda yetistirilmekte olan geng¢ ve saglikli

bitkilerden elde edilen taze yaprak dokular1 kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Bitkilerin Deneme Alanindaki Goriintigleri

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Aksesyonlara ait tohumlarin az sayida olmasi nedeniyle her aksesyon i¢in yeterli
sayida fideyi elde edebilmek amaciyla tohumlar 6nce 2017 yilinin Mart-Nisan aylarinda 3:1
steril torf ve perlit kullanilarak viyollerde ¢imlendirilmistir. Cimlenme sonrasi elde edilen
korunga fideleri, viyoldeki her gozenekte tek bitki kalacak sekilde seyreltilmistir.
Koleksiyonda yer alan 88 Onobrychis viciifolia, 24 Onobrychis araneria ve 98 Onobrychis
transcaucasia aksesyonu bu sekilde ¢imlendirilmis ve fideler yeterince gelistikten sonra 2017
bahar aylarinda aralikli (1 m x 1 m) olarak tarlaya sasirtilmistir (Sekil 3.1.). Gerekli oldukga

bakim ve sulama islemi yapilmigtir.
3.2.2. Flow Sitometri ile Cekirdek DNA Analizi (pg)

Cekirdek DNA analizleri Tarla Bitkileri Boliimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi
Laboratuarinda bulunan PARTEC marka Flow sitometri cihazi kullanilarak yapilmistir.
Cekirdek DNA analizi 2017 bahar aylarinda tarlada yetismekte olan bitkilerden elde edilen

taze yaprak dokular1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizler her aksesyon i¢in 5 tek bitki
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tizerinde ayr1 ayr1 yapilmis ve bu degerler kullanilarak aksesyon ortalamasi hesaplanmigtir.
Analizlerde standart olarak 2C ¢ekirdek DNA igerigi tarafimizdan 3,65 pg olarak hesaplanmig
yaygin fig (Vicia sativa) bitkisi kullanilmigtir.

Calismamizda 6rnekler Partec firmasinin nukleus izolasyon ve DNA boyama ticari kiti
(CyStain PI absolute P) kullanilarak hazirlanmistir. Cekirdek DNA analizi i¢in 6ncelikle

asagida sunulmus olan protokol kullanilarak korunga yaprak dokularindan nukleus izolasyonu

yapilmugtir.

Sekil 3.2. Korunga ve Standart Olarak Kullanilan Fig Bitkilerine Ait Yaprak Dokularinin Petri
Kabu Igerisindeki Goriiniisii
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Sekil 3.3. Yaprak Dokulari Kullanilarak Ornegin Flow Sitometrik Analiz i¢in Hazirlanmasi

1) Korunga fidelerinin yapraklarindan alinmis yaklasik 40 mg bitki dokusu ve 20 mg
standart olarak kullanilan bitki dokusu (Vicia sativa) petri kabina yerlestirilmistir ve tizerine
500 pl izolasyon buffer ilave edilmistir (Sekil 3.2.).

2) Dokular, keskin jilet ile kii¢iik parcalara ayrilana kadar (30-60 saniye)
pargalanmistir (Sekil 10). Bu sekilde hazirlanan 6rnek petri kabi icinde 15-20 saniye

calkalanmustr.

3) Calkalama sonrasinda bitki kalintilar1 ile cekirdek ihtiva eden tampon 30 pm
CellTrics slizme araliklarina sahip filtreden gegirilerek tiip icine transfer edilen ¢ekirdeklerin
bitki doku kalintilarindan ayrilmasi saglanmstir.

4) Tiip igerisine daha 6nce hazirlanmis olan 2 ml staining soliisyonu eklenerek karanlik
ortamda yaklasik 60 dakika inkiibe edilmistir. Ornekler inkiibe edildikten sonra flow sitometri

cihazinda analiz edilmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Orneklerin Boyanmasi ve Karanlikta Inkiibe Edilmesi

Yukarida sunulmus olan protokolii takip ederek muamele edilmis bitki dokusu
hiicreleri mekanik olarak birbirinden ayrilmis, hiicre ¢ekirdekleri serbest kalmis, ¢ekirdek zar1
buffer tarafindan igerilen bazi kimyasal maddeler ile tahris edilmis ve ¢ekirdek zari {izerinde
acikliklar (delik) olusmustur. Staining solusyonun igerdigi propidium iodide (niikleik asitlere
baglanma 06zelligine sahip florasan boya) bu agikliklardan yararlanarak cekirdek igerisine
girmis ve niikleik asitlere baglanmistir. Burada cekirdegin igerisine giren PI (propidium
iodide) miktar1 ¢ekirdek igerisinde bulunan DNA miktari ile orantilidir. Cekirdek DNA igerigi
arttikga cekirdek igerisine giren ve baglanan PI miktar1 da ayni oranda artmaktadir. Bu
protokoller ile hazirlanmis 6rnekler igerisinde bulunan hiicre ¢ekirdekleri flow sitometri ile
yapilan analiz sirasinda lazer 15181 6niinden gecerken icerdigi PI miktar1 (dolayli olarak DNA

icerigi) ile dogru orantili olarak florosan 15181 yayar. Yayilan florosanlar cihazin igerisinde
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bulunan ilgili boliimlerde bir dizi islemden gectikten sonra dijital degerlere doniisiir ve

bilgisayar monitdriine histogram olarak yansir ( Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Flow Sitometri Cihazindaki Histogram Goriintiisii

Histogramin dikey ekseni; analiz edilen hiicre sayisini, yatay ekseni ise; analiz edilen
orneklerin florosan yogunlugunu gostermektedir. Yatay eksenin sagina dogru gittik¢e florosan

yogunlugu dolayistyla DNA igerigi artmaktadir.

Flow sitometri ile yapilan rutin ¢ekirdek DNA analizlerinde her 6rnek igin yaklasik
10000 ¢ekirdegin DNA igerigi belirlenir ve ortalamasi analiz edilen 6rnegin ¢ekirdek DNA
icerigi olarak sunulur. Hassas bir analiz i¢in histogram iizerinde bulunan pikler miimkiin
oldugunca ince ve uzun olmalidir. Piklerin sekli flow sitometri cihazini kalibre ederek ve

ornegi dikkatli hazirlayarak daha kaliteli bir hale getirilebilir.

3.2.3. Flow Sitometri ile Korunga Cekirdek DNA Iceriginin Olciilmesi ve Mutlak

Degerin Hesaplanmasi

Korunganin ¢ekirdek DNA igerigi belirlenmesi, korunga ve standard olarak kullanilan
fig bitkilerine ait G1 piklerinin florosan yogunluklar1 kiyaslanarak yapilmistir. Yukarida
aciklandig1 gibi hazirlanmis bir 6rnek flow sitometri cihazi ile analiz edildiginde yukaridaki

flow histogrami elde edilmistir (Sekil 3.5.). Cihazin sahip oldugu flow max programi
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kullanilarak histogram analiz edildiginde histogram asagidaki histograma (Sekil 3.6.)

doniismektedir.
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Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 5792 267 2899 2696 023
2 2550 14768 278 3015 284 023
3 3629 21018 377 4086 282 023
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Sekil 3.6. Flow Histogramin Flow Max Programi ile Analiz Edilmesi Sonrasindaki
Gortlintisi

Calisma kapsaminda analiz edilmis olan her 6rnek bitkinin ve kullanilan standardin
G1 piklerinin florosan yogunluklarina ait degerler (Sekil 3.6.) sunulan histogramin sag iist
kosesinde yer alan mean degerleri) kullanilarak asagidaki formiil araciligiyla Orneklerin

cekirdek DNA igerikleri pikogram olarak hesaplanmistir.

DNA miktar1 bilinmeyen tire ait
florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)
Standarda ait
ornedin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)

Cekirdek DNA miktar1 =

x standardin DNA icerigi

Degerler denklemde yerlerine yazilarak her ornekteki ¢ekirdek DNA igerigi pikogram

cinsinden bulunmustur.
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3.2.4. istatistiksel Analiz

Onobrychis viciifolia, Onobrychis transcaucasica ve Onobrychis arenaria
aksesyonlarina ait ¢ekirdek DNA igeriklerinin istatistiksel analizi 5 tekrarlamali tesadiif
parselleri deneme desenine gore SPSS istatistik paket programi kullanilarak yapilmistir.
Ortalamalar arasindaki farklilik ile 6nemliligin belirlenmesinde Tukey coklu karsilagtirma

testi uygulanmigtir.
3.2.5. Cekirdek DNA icerigi ile ploidi diizeyinin ilskilendirilmesi

Korunga aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidi diizeyleri bir kag¢ bitkinin
mitotik kromozomlarini mikroskop ile sayarak iliskilendirilmistir. Kromozom sayimlar1 tarla
ve serada saksilarda yetistirilmekte olan bitkilerden elde edilen kok ucu meristem dokular1

kullanilarak hazirlanan preparatlar iizerinde bulunan, ve iyi dagilmis ve diizgiin morfolojiye

sahip kromozomlar sayilarak yapilmistir.
3.2.4.1. Bitki kok uclarmin eldesi

Kok ucu hasadi saksilarda yetistirilmekte olan ergin bitkilerden bahar aylarinda sabah
erken saatlerde (9-10) yapilmis ve sadece saksilarin dibinde bulunan beyaz goértiniimlii hizl

biiyliyen kok uglar hasat edilmistir.

3.2.4.2. iIk islem

Korunga bitkisinin kok uglar1 16-20 saat soguk su (+4 °C) ile muamele edilmistir.

3.2.4.3. Materyalin tespiti

24 saat soguk su muamelesinden sonra kok uglari 3:1 alkol:asetik asit solusyonunda
tespit edilmistir ve kullamlana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir (Bu sekilde muamele

edilmis kok uglar1 3-4 ay kadar muhafaza edilebilmektedir).

3.2.44. Kok uclarmmin selillaz enzimleri ile muamele edilmesi ve preparatlarin

hazirlanmasi

Farmer solusyonu icerisinde bulunan kok uglar1 enzim solusyonuna transfer etmeden
once 4 defa 5-6 dakika i¢in 1x enzim solusyonu igerisinde bekletilerek farmer solusyonu kok
ucu dokularindan tamamen uzaklastirilmistir. Daha sonra kok uglart enzim solusyonuna
(Cellulose RS, Cellulase calbiocem ve Pectinase) transfer edilerek, 37 °C’de enzim ile

tamamen parcalanana kadar inkube edilmistir.
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Preparat yapmada kullanilan kok uglar1 enzim solusyonundan ¢ikartilarak buz tizerine
yerlestirilmis bir kap icerisinde bulunan 1x enzim solusyonu igerisine transfer edilmistir. Bu
sekilde muamele edilmis olan kok uglarindan preparatlar bir damla % 45’lik asetik asit
kullanilarak ezme yontemiyle hazirlanmistir. Preparatlar faz kontrast1 olan bir mikroskop ile
hizli bir sekilde kontrol edilerek ¢ok sayida iyi dagilmis mitoz kromozomlu hiicreye sahip
olan preparatlar segilerek lamelin ¢ikartilabilmesi i¢in, yaklasik bir saat kadar kuru buz (ya da
-80 °C’de) iizerine yerlestirilmis ve lamel uzaklastirildiktan sonra slaytlar bir saat oda

sartlarinda kurutulmustur.

3.2.4.5. DAPI ile mitoz kromozomlarin boyanmasi

Kurutulmus olan preparatlar tizerine 10 pl Vectashield-Dapi solusyonu ilave edilerek
24x24 cam lamel yerlestirilmistir. Preparatlar bir ka¢ saat soguk (4 °C) ve karanlikta

bekletildikten sonra florasan mikroskop ile incelenerek kromozom sayimi yapilmistir.

3.2.4.6. Fotograf ¢cekimi

Hazirlanan slaytlar 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 kromozomlari sayilmis ve fotograflari ¢ekilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cekirdek DNA Analizi

Gen bankalarinda muafaza edilmekte olan korunga aksesyonlar1 iizerinde g¢ekirdek
DNA analizi ilk defa tarafimizdan yiiriitiilmiis olan bu tez ¢calismasinda yapilmistir. Korunga
bitkilerinin sahip oldugu tanenler baslangigta sorun olusturmus olsa da protokol iizerinde
yapilmis olan bazi kii¢lik degisiklikler ile protokol korunga bitkileri i¢in optimize edilmis ve
orneklerin analizi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore O.
transcaucasica, O. viciifolia, ve O. arenaria tiirlerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri
sirastyla 2.657, 2.640, 2.632 pg olarak hesaplanmistir. Tiirlerin ortalama degerleri arasindaki
farkliliklar yontemin hassasiyet derecesi olan % 4'in ¢ok altinda olmasi nedeniyle 6nemsiz
olarak kabul edilmistir. Aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igerikleri tiir bazinda ayr1 ayri olarak

asagida sunulmustur.
4.1.1. Onobrychis viciifolia

Calismada USDA gen bankasindan temin edilmis 88 Onobrychis viciifolia aksesyonu
kullanilmis ve her aksesyondan 5 bitki analiz edilmistir. Analiz edilmis 5 bitkinin ortalamasi

alinarak aksesyon ortalamalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Onobrychis viciifolia Aksesyonlarinin Piko Gram Olarak Ortalama 2C Cekirdek
DNA Igerikleri

Aksesyon Cekirdek DNA Grup

Numarasi Ortalamasi
W6 12992 2.78 A
P1319713 2.75 AB
P1 204595 2.74 ABC
P1225728 2.74 ABC
P1236486 2.73 ABC
Pl 263159 2.72 ABC
P1250024 2.72 ABC
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P1 313057 2.71 ABC

P1273791 2.71 ABC

P1 494669 2.70 ABC

P1239959 2.69 ABCD
P1 561106 2.69 ABCD
P1 239957 2.69 ABCD
P1 259493 2.68 ABCD
P1192993 2.68 ABCD
P1 318603 2.68 ABCD
P1258768 2.68 ABCD
P1273784 2.67 ABCD
P1273785 2.67 ABCD
P1 372829 2.67 ABCD
P1561107 2.67 ABCD
P1 319060 2.67 ABCD
P1259491 2.66 ABCD
P1 259492 2.66 ABCD
P1 306693 2.66 ABCD
P1639688 2.66 ABCD
P1 311468 2.66 ABCD
P1 502554 2.66 ABCD
P1 318605 2.65 ABCD
P1223389 2.65 ABCD
P1 313060 2.65 ABCD
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P1171726 2.65 ABCD
P1302938 2.65 ABCD
P1 313055 2.65 ABCD
P1 494668 2.65 ABCD
P1 319059 2.65 ABCD
P1 313054 2.65 ABCD
Pl 229612 2.65 ABCD
P1258769 2.64 ABCD
P1 372835 2.64 ABCD
P1204595 2.64 ABCD
P1171725 2.64 ABCD
Pl 401467 2.64 ABCD
P1 313056 2.64 ABCD
P1 302936 2.64 ABCD
P1600767 2.63 ABCD
P1 372831 2.63 ABCD
P1 318606 2.63 ABCD
P1 182247 2.63 ABCD
P1 313050 2.63 ABCD
P1 316296 2.63 ABCD
P1 313046 2.63 ABCD
P1273787 2.63 ABCD
P1313049 2.63 ABCD
P1 372833 2.63 ABCD
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P1229613 2.63 ABCD
P1319713 2.62 ABCD
P1 313064 2.62 ABCD
P1258773 2.62 ABCD
P1 170582 2.62 ABCD
P1258772 2.61 ABCD
P1200872 2.61 ABCD
P1 318602 2.61 ABCD
P1273790 2.61 ABCD
P1 313053 2.61 ABCD
P1 302939 2.61 ABCD
P1258776 2.61 ABCD
P1 302937 2.61 ABCD
Pl 212241 2.60 ABCD
P1568202 2.60 ABCD
P1 311469 2.60 ABCD
P1 192994 2.59 ABCD
P1273786 2.59 ABCD
P1 170583 2.59 ABCD
P1 170585 2.58 ABCD
P1 258770 2.58 ABCD
P1 313047 2.57 ABCD
P1 313604 2.57 ABCD
P1273788 2.57 ABCD
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P1 440577 2.57 ABCD
P1237089 2.56 ABCD
P1 192995 2.56 ABCD
P1206459 2.56 ABCD
P1 319061 2.56 ABCD
P1201511 2.54 BCD
P1228156 2.53 CD
P1 372834 2.52 CD
P1 313066 2.49 D

Yapilan analiz sonuglarina gére O. viciifolia aksesyonlarinin ortalama gekirdek DNA

PR

igeriklerinin 2.49 pg/2C ile 2.78 pg/2C arasinda degistigi gozlenmistir (Sekil 4.1.).

Scatterplot Matrix
DNA ICERIGI

2.3

Sekil 4.1. Scatterplot Matrix Dagilimma Gore Onobrychis viciifolia Aksesyonlarinin
Ortalama Cekirdek DNA Icerigi Dagilimi

Yapilan istatistiksel analiz sonucu aksesyonlarin ¢cekirdek DNA ortalamalar1 arasindaki
farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu saptanmis ve O. viciifolia aksesyonlarinin 7 farkli
gruba ayrildig1 gozlenmistir. 1. grupta (grup A) ortalama c¢ekirdek DNA igerigi 2.78 pg/2C
olan tek bir aksesyon yer almaktadir. 2. grupta (grup AB) ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2.75
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pg/2C olan yine tek bir aksesyon yer almaktadir. 3. grupta ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2.70
pg/2C ile 2.74 pg/2C olan 8 aksesyon yer almaktadir. 4. grupta ortalama ¢ekirdek DNA igerigi
2.56 pg/2C ile 2.69 pg/2C olan 74 aksesyon yer almaktadir. 5. grupta ortalama ¢ekirdek DNA
icerigi 2.54 pg/2C olan tek bir aksesyon yer almaktadir. 6. grupta ortalama g¢ekirdek DNA
icerigi 2.52 pg/2C ile 2.53 pg/2C olan 2 aksesyon yer almaktadir. 7. grupta ortalama g¢ekirdek
DNA igerigi2.49 pg/2C olan tek bir aksesyon yer almaktadir.

Sekil 4.2.’de Onobrychis viciifolia ve standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine

ait G1 piklerinin bir birine gore pozisyonlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Onobrychis viciifolia (solda) ve Standart Olarak Kullanilan Vicia sativa
(sagda) Bitkilerine Ait G1 Piklerinin Bir Birine G6re Pozisyonlari
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Peak Index Mean Area Area%% CV% ChiSqu.
1 1.000 50.38 682 3262 18.87 0.64
2 2738 137 91 761 3639 7.46 064
3 3.603 181.53 648 3099 3.69 0.64
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Sekil 4.3. Onobrychis viciifolia (solda) ve Standart Olarak Kullanilan Vicia sativa
(sagda) Bitkilerine Ait G1 Piklerinin Flow Sitometri Paket Programi1 Tanimlanmis
Hali
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4.1.2. Onobrychis transcaucasica

Calismada USDA gen bankasindan temin edilmis 98 Onobrychis transcaucasica
aksesyonu kullanilmis ve her aksesyondan 5 bitki analiz edilmistir. Analiz edilmis 5 bitkinin

ortalamasi alinarak aksesyon ortalamalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Onobrychis transcaucasica Aksesyonlarinin Piko Gram Olarak Ortalama 2C
Cekirdek DNA Icerikleri

Aksesyon Cekirdek DNA Grup
Numarasi Ortalamasi
P1312990 2.77 A
P1 313016 2.75 AB
P1 313005 2.75 AB
P1 312989 2.75 AB
P1 312985 2.75 AB
P1 313032 2.74 AB
P1 312983 2.74 AB
Pl 313034 2.74 ABC
P1 273775 2.73 ABCD
P1 273783 2.73 ABCD
P1 403969 2.73 ABCD
P1 312995 2.73 ABCD
P1 313020 2.72 ABCD
P1 312976 2.72 ABCD
P1 313009 2.71 ABCD
Pl 273767 2.71 ABCD
P1 273753 2.71 ABCD
P1 313029 2.71 ABCD
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P1 312997 2.70 ABCD
Pl 313011 2.70 ABCD
Pl 273769 2.70 ABCD
P1 313019 2.70 ABCD
Pl 312974 2.70 ABCD
P1 273780 2.69 ABCD
P1 273779 2.69 ABCD
Pl 312982 2.69 ABCD
Pl 312996 2.69 ABCD
P1 312979 2.67 ABCD
P1 372819 2.67 ABCD
Pl 372821 2.67 ABCD
P1 312977 2.67 ABCD
P1 313037 2.67 ABCD
Pl 318601 2.67 ABCD
Pl 313044 2.67 ABCD
Pl 312986 2.66 ABCD
Pl 372822 2.66 ABCD
Pl 312991 2.66 ABCD
Pl 273781 2.66 ABCD
P1 313035 2.66 ABCD
P1 312998 2.66 ABCD
Pl 316294 2.66 ABCD
P1 273772 2.65 ABCD
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P1 313039 2.65 ABCD
P1 273768 2.65 ABCD
Pl 313014 2.65 ABCD
Pl 312992 2.65 ABCD
Pl 273774 2.65 ABCD
P1228154 2.65 ABCD
P1 313010 2.65 ABCD
P1 273754 2.65 ABCD
Pl 313018 2.65 ABCD
P1 372817 2.65 ABCD
P1 273777 2.65 ABCD
P1 273755 2.64 ABCD
P1 313033 2.64 ABCD
Pl 312984 2.64 ABCD
P1 273763 2.64 ABCD
P1 312988 2.64 ABCD
P1 312978 2.64 ABCD
P1 372813 2.64 ABCD
Pl 273757 2.63 ABCD
P1 372818 2.63 ABCD
Pl 372826 2.63 ABCD
P1 273776 2.63 ABCD
Pl 372823 2.63 ABCD
P1 273758 2.63 ABCD
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Pl 273765 2.63 ABCD
Pl 273756 2.62 ABCD
P1 372820 2.62 ABCD
P1 313008 2.62 ABCD
Pl 131015 2.62 ABCD
P1 313002 2.62 ABCD
Pl 372814 2.62 ABCD
Pl 372827 2.62 ABCD
Pl 273762 2.62 ABCD
P1 313012 2.62 ABCD
Pl 251698 2.62 ABCD
Pl 312975 2.62 ABCD
P1 313000 2.61 ABCD
Pl 313043 2.61 ABCD
P1 313038 2.61 ABCD
P1 313007 2.60 ABCD
Pl 312994 2.60 ABCD
P1 314098 2.60 ABCD
P1 313003 2.60 ABCD
P1 273770 2.60 ABCD
P1 312999 2.59 ABCD
P1 273760 2.59 ABCD
Pl 273766 2.59 ABCD
Pl 251697 2.59 ABCD
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P1 313013 2.59 ABCD
Pl 312981 2.58 ABCD
Pl 273761 2.57 ABCD
P1 314097 2.57 ABCD
P1 312987 2.56 ABCD
P1 313042 2.55 BCD
Pl 273764 2.54 CD
P1 312980 2.53 D

Yapilan analiz sonuglarina gore O. transcaucasica aksesyonlarinin ortalama ¢ekirdek

DNA igeriklerinin 2.53 pg/2C ile 2.77 pg/2C arasinda degistigi gozlenmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Scatterplot Matrix Dagilimma Go6re Onobrychis transcaucasica
Aksesyonlarmin Ortalama Cekirdek DNA Icerigi Dagilim1

Yapilan istatistiksel analiz sonucu aksesyonlarin ¢ekirdek DNA ortalamalar1 arasindaki
farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu saptanmig ve O. transcaucasica aksesyonlarinin 7
farkli gruba ayrildig1 gozlenmistir. 1. grupta (grup A) ortalama c¢ekirdek DNA igerigi 2.77
pg/2C olan tek bir aksesyon yer almaktadir. 2. grupta (grup AB) ortalama ¢ekirdek DNA
icerigi 2.74 pg/2C ile 2.75 pg/2C olan 6 aksesyon yer almaktadir. 3. grupta ortalama ¢ekirdek
DNA igerigi 2.74 pg/2C olan yine tek bir aksesyon yer almaktadir. 4. grupta ortalama ¢ekirdek
DNA igerigi 2.56 pg/2C ile 2.73 pg/2C olan 87 aksesyon yer almaktadir. 5. grupta ortalama
¢ekirdek DNA igerigi 2.55 pg/2C olan tek bir aksesyon yer almaktadir. 6. grupta ortalama
cekirdek DNA igerigi 2.54 pg/2C olan tek bir aksesyon yer almaktadir. 7. grupta ortalama
cekirdek DNA igerigi 2.53 pg/2C olan tek bir aksesyon yer almaktadir.

Sekil 19°da Onobrychis transcaucasica ve standart olarak kullanilan Vicia sativa

bitkilerine ait G1 piklerinin bir birine gore pozisyonlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Onobryhis transcaucasica (solda) ve Standart Olarak Kullanilan Vicia sativa
(sagda) Bitkilerine Ait G1 Piklerinin Bir Birine Gore Pozisyonlari

100

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 61.47 523 2903 26.73 0.33
2 1.944 119.52 630 36.01 3.60 033
3 2.643 162.46 565 32.33 272 0.33
4 5164 317.45 30 1.74 312 0.33
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Sekil 4.6. Onobrychis transcaucasica (solda) ve Standart Olarak Kullanilan Vicia sativa
(sagda) Bitkilerine Ait G1 Piklerinin Flow Sitometri Paket Programi1 Tanimlanmis Hali

4.1.3. Onobrychis arenaria

Calismada USDA gen bankasindan temin edilmis 24 Onobrychis arenaria
aksesyonu kullanilmis ve her aksesyondan 5 bitki analiz edilmistir. Analiz edilmis 5 bitkinin

ortalamasi alinarak aksesyon ortalamalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Onobrychis arenaria Aksesyonlarinin Piko Gram Olarak Ortalama 2C Cekirdek
DNA Icerikleri

Aksesyon Cekirdek DNA Grup
Numarasi Ortalamasi

P1312920 2.75 A

P1 372800 2.72 AB
P1312916 2.72 AB
P1 372799 2.70 AB
P1273744 2.69 AB
P1 312926 2.67 AB
P1312914 2.67 AB
P1372798 2.67 AB
P1273749 2.67 AB
P1 312927 2.66 AB
P1312919 2.65 AB
P1312918 2.64 AB
P1312923 2.62 AB
P1312921 2.61 AB
P1 312924 2.61 AB
P1312911 2.59 AB
P1312913 2.58 AB
P1312912 2.57 AB
P1 392387 2.56 B
P1312915 2.56 B
P1312917 2.55 B
P1505891 2.54 B
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P1297921 2.53 B

P1 368032 2.52 B

Yapilan analiz sonuglarina gore O. arenaria aksesyonlarinin ortalama g¢ekirdek DNA

PR

igeriklerinin 2.52 pg/2C ile 2.75 pg/2C arasinda degistigi gozlenmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Scatterplot Matrix Dagilimna Goére Onobrychis arenaria Aksesyonlarinin
Ortalama Cekirdek DNA igerigi Dagilim1

Yapilan istatistiksel analiz sonucu aksesyonlarin ¢ekirdek DNA ortalamalar1 arasindaki
farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu saptanmis ve O. arenaria aksesyonlarinin 3 farkli
gruba ayrildig1 gozlenmistir. 1. grupta (grup A) ortalama c¢ekirdek DNA igerigi 2.75 pg/2C
olan tek bir aksesyon yer almaktadir. 2. Grupta (grup AB) ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2.57
pg/2C ile 2.72 pg/2C olan 17 aksesyon yer almaktadir. 3. Grupta (grup B) ortalama ¢ekirdek
DNA igerigi 2.52 pg/2C ile 2.56 pg/2C olan 6 aksesyon yer almaktadir.
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Sekil 4.8. Onobrychis arenaria ve Standart Olarak Kullanilan Vicia sativa Bitkilerine Ait G1

Piklerinin Bir Birine G6re Pozisyonlari

100

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 59.95 495 28.04 2588 0.36
2 2.094 125.53 630 3567 3.60 0.36
3 2034 175.90 578 3274 3.29 0.36
4 5711 342.39 63 3.55 265 0.36
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Sekil 4.9. Onobrychis arenaria (solda) ve Standart Olarak Kullanilan Vicia sativa
(sagda) Bitkilerine Ait G1 Piklerinin Flow Sitometri Paket Programi1 Tanimlanmis Hali

24 Onobrychis arenaria aksesyonundan bazi bitkilerin kromozomlar1 sayildiginda

tim bitkilerin 28 kromozoma (2n=4x=28) sahip oldugu ve dolayisiyla tetraploid olduklar1

belirlenmistir.
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4.2. Cekirdek DNA Icerigi ile Ploidi Diizeyinin Iliskilendirilmesi

Calismamizda analiz edilmis korunga aksesyonlarmin c¢ekirdek DNA igerikleri ile
ploidi diizeylerini iliskilendirmek amaciyla koromozomlar1 sayilan bitkilerin tamaminin
2n=2x=28 kromozom ile tetraploid olduklar1 belirlenmistir. Bundan dolay1r kromozomlari
sayllmayan ancak 2C ¢ekirdek DNA igerigi 2.49 pg ve 2.78 pg degerleri arasinda degisen tiim
korunga bitkilerinin tetraploid olduklar1 Kabul edilmistir. Boylece sadece birkac bitkinin
kromozomlarin1 saymak suretiyle koleksiyondaki 1000’den fazla bitkinin ploidi

diizeyi belirlenmistir.

Sekil 4.10. Tetraploid Korunga (O. viciifolia) Mitotik Kromozomlarimin Goriintisii
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5. TARTISMA

Bu tez calismasimin amaci diinyanin degisik bolgelerinde kiiltiirii yapilmakta olan 3
korunga tiirine (O. viciifolia, O. transcaucasica ve O. arenaria) ait gen bankasi
aksesyonlarinin bu ¢alisma Oncesine kadar bilinmeyen ploidi diizeylerini ilk defa
belirlemektir. Ploidi analizi geleneksel olarak kok ucu meristem dokulari kullanilarak
hazirlanmis olan sitolojik preparatlar {izerindeki hiicrelerin sahip oldugu mitotik
kromozomlarin mikroskop ile sayilmasiyla gerceklestirilmektedir (Karp 1991). Ancak yontem
zor, yavas ve deneyim gerektirmektedir. Bunlara ek olarak ¢ok sayida béliinen hiicreye
gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle 6zellikle bu ¢alismada oldugu gibi ¢ok sayida bitkinin
ploidi diizeyinin belirlenmesi gerektigi gibi durumlarda bu yontem yetersiz kalmaktadir

(Brummer ve ark. 1999, Tuna 2014).

Tim bitki kromozomlari, hiicre g¢ekirdegi igerisinde yer almaktadir ve bitkilerin
cekirdek DNA icgerigi ile ploidi diizeyleri arasinda siki ve dogru orantili bir iliski
bulunmaktadir (AKins ve Jarret 1994). Bu iliski goz 6niinde bulundurularak ¢ekirdek DNA
iceriginin ploidi diizeyi belirlemede kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Cekirdek DNA igerigini
hizl1 ve hassas bir sekilde belirleyen flow sitometri cihazinin gelistirilmesini izleyen yillarda,
cekirdek DNA igerigi bir c¢ok arastirict tarafindan ploidi diizeyinin belirlenmesinde
kullanilmaya baslanmistir (Lu ve ark. 1998, Johnson ve ark. 1998, Brummer ve ark. 1999,
Tuna ve ark. 2001b, Tuna ve ark. 2004, Savas Tuna ve ark. 2016) ve bugiin en kolay, hizli ve
giivenilir metottur (Dolezel 1997).

Yiriitilen bu caligmada flow sitometri yontemi ile 210 korunga aksesyonunun
cekirdek DNA igerigi belirlenmis ve aksesyonlari olusturan bitkilerin ploidi diizeylerinin
belirlenmesinde yararlanilmistir. Korunga bitkilerinin igerdigi bazi bilesikler (tanen)
nedeniyle baglangigta bazi1 sorunlar yasanmis olsa da protokol {izerinde yapilan bazi kiicilik
degisiklikler ile korunga bitkisi i¢in uygun hale getirilmis ve tiim bitkiler basariyla analiz
edilebilmistir. Fenolik bilesiklerin benzer etkileri diger bazi ¢aligmalarda da rapor edilmistir
(Noirot ve ark. 2000, Price ve ark. 2000).

Bildigimiz kadariyla su ana kadar Onobrychis cinsi tizerinde ¢ekirdek DNA igerigi
analizi yapilmis olan tek ¢alismada Carbonero (2011) O. viciifolia tiiriiniin tek bir aksesyonu
tizerinde flow sitometri ile DAPI boyas: kullanarak c¢ekirdek DNA analizi yapmig ve tiiriin
ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerigini 2.50 pg olarak belirlemistir. Calismamizda ise O.

viciifolia tiirine ait 88 aksesyonun ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerigi 2.49 ile 2.78 arasinda
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degisim gosterdigi belirlenmistir. Yaklasik 450 bitkinin (88 X 5) bitkinin ortalamasi olarak
tiiriin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi ise 2.64 pg olarak hesaplanmistir. Buna ek olarak
projemizde fluorochrome olarak DAPI boyasi yerine DNA'ya homojen sekilde baglanan
Propidium lodide boyasi kullanilmistir. DAPI boyasmin Adenin ve Timin niikleotitlerine
baglandigim1 ve Guanin ile Sitosine nukleotitlerine baglanmadigint g6z Oniinde
bulundurdugumuzda DAPI boyas: kullanilarak yapilan analizlerde kullanilan standard
bitkinin AT/GC oranlarna goére, 6rnegin DNA igerigi bazan ger¢ek degerden diisiik bazen de
gercek degerden yiiksek olabilecegi bilinmektedir (Dolezel 1997). Bu yiizden projemizde elde

edilen sonuclar ¢ok daha giivenilirdir.

Cekirdek DNA igerigi hem bir bitkinin hiicreleri arasinda, hem de aym tiiriin farkli
bireyleri arasinda degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel olmaktadir (Bennett
ve Leitch 1995). Tiirler arasinda ise ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan 6nemli diizeyde
farkliliklar gézlenmektedir. Bu nedenle, ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi taksonomik ve evrim
calismalar1 i¢in son derece yararhidir (Rees ve Walters 1965, Southern 1967, Price ve
Bachman 1975, Ohri 1998, Ozkan ve ark. 2003). Ote yandan, bazi arastirma sonuglari
cekirdek DNA iceriginin tiir diizeyinde sabit olmadigini ve bazi tiirlere ait farkli cesit ve
populasyonlarin DNA igerikleri arasinda farkliliklarin  bulundugunu gostermektedir
(Cavallini ve ark. 1993, Graham ve ark. 1994, Singh ve ark. 1996). Ancak farkli
laboratuarlarda ayni materyaller kullanilarak yapilan analizlerin sonuglart bu sonuglari
dogrulamamustir (Bennett ve Leitch 1995, Greilhuber ve Obermayer 1997, Greilhuber 1998,
Temsch ve Greilhuber 2000, Bennett 2000, Greilhuber 2005). Bu nedenle Greilhuber (2005)
ayni materyal kullanilarak bagka laboratuarlar tarafindan dogrulanmadikga bu tiir farkliliklarin
kullanilan metot ve insan hatasindan kaynaklanmis olabilecegine dikkat ¢ekmistir. Bununla
birlikte deniz seviyesinden yiikseklik ve tiirler aras1 ¢ekirdek DNA igerigi arasinda iligki
oldugu bazi arastiricilar tarafindan saptanmigtir (Bennett 1976, Levin ve Funderburg 1979,
Knight ve ark. 2005). Bu yiizden tiirler igerisinde de benzer iliskilerin varligi olasidir (Reeves
ve ark. 1998, Kalender ve ark. 2000, Murray 2005). Murray (2005), yeni tiirlerin olusumunda
cekirdek DNA igeriginin bitki morfolojisinde daha once farklilagtigin1 bu yiizden de, eger bir
tiir icerisinde c¢ekirdek DNA icerigi farklilig1 belirlenmigse bunun tiir igerisinde taksonomik
cesitliligin ve yeni bir tiir olusum siirecinin varhigin1 gosteren bir belirti olabilecegini

aciklamistir.

Bu tez ¢alismasinda incelen 3 korunga tiiriiniin (O. transcaucasica, O. viciifolia ve O.
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arenaria) ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 2.65 (2.53 pg - 2.77 pg), 2.64 (2.49 pg - 2.78
pg) ve 2.63(2.52 pg - 2.75 pg) olarak belirlenmistir. Tirlerin ortalama 2C ¢ekirdek DNA
icerikleri ve dagilimlarina dikkatli bir sekilde bakildiginda her ii¢ tiirtinde bir birine ¢ok
benzer DNA igerigine sahip oldugu gozlenmektedir. Her ne kadar istatistik analiz yapildiginda
tirler arasinda farklilik var gibi goriinse de tiirlerin arasindaki farklilik metodun hassasiyet
derecesi olan % 4' lik farktan ¢ok daha diisiiktiir ve bu yilizden ti¢ tiirlin ¢ekirdek DNA
icerikleri arasinda fark olmadig1 sdylenebilir. Bu da tiirlesmenin bu {i¢ tiiriin ¢cekirdek DNA
iceklerinde farklilasmaya yol agmamis oldugu seklinde yorumlanabilir. Benzer sonuglar diger
bazi cinslerde de gozlenmistir (Tuna ve ark. 2001). Bununla birlikte her ii¢ tiir icerisinde de
aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi arasinda yaklasik % 7 civarinda bir farklilik
oldugu dikkati ¢ekmektedir. Gozlenen farklilik yontemin hasasiyet derecesinin iki mislidir.
Yapilan istatistiksel analizlerde de farklilik 6nemli ¢ikmistir. Korunga aksesyonlari arasinda
gozlenen cekirdek DNA igerigi farkliliklarinin bir kismi ekolojik faktor kaynakli gercek
farklilik olabilecegi gibi diger bir kism1 da aksesyonlarin icerdigi farkli tanen miktarlarindan
kaynaklaniyor olmasi miimkiindiir. Nitekim laboratuarimizda heniiz tamamlanmig bir baska
arastirmada korunga genotipleri arasindaki tanen konsantrasyonunun yaklasik 8-10 misli
kadar degisebildigi saptanmistir (yayinlanmamis arastirma sonuglari). Aygigegi bitkisinin
icerdigi baz1 fenolik bilesikler bitkilerin ¢ekirdek DNA igerikleri {izerine benzer etkiye yol
agmustir (Price ve ark. 2000).

Calismamizda korunga aksesyonlarinin g¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidi diizeylerini
iliskilendirmek i¢in mikroskopla yapilan kromozom sayimlarinda her ii¢ tlirlinde 2n=4x=28
kromozoma sahip olduklari ve dolayisiyla tetraploid olduklar1 belirlenmistir. Bu bakimdan
sonuglarimiz daha 6nceki sonuglari destekler niteliktedir (Ranjbar ve ark. 2012, Hejazi ve ark.
2010).

62



6. SONUC

Tamamlanmis olan bu tez c¢alismasinin amaci 1slah programlarinda kullanmak
amactyla diinyanin farkli yerlerinden toplanmis ve gen bankalarinda muhafaza edilmekte olan
210 korunga aksesyonunun cekirdek DNA igerigi ve ploidi diizeyini flow sitometri ile
belirlemektir. Calismamizda kiiltiiri yapilan korunga tiirlerine ait aksesyonlarin ortalama 2C
cekirdek DNA igeriklerinin 2.49 pg ve 2.78 pg degerleri arasinda degismekle birlikte tiirlerin
ortalama deger ve varyans bakimindan birbirine olduk¢a benzer oldugu saptanmustir.
Aksesyonlarin ¢gekirdek DNA igerigi ile kromozom sayilar iligskilendirildiginde ¢alismamizda
analiz edilen tiim aksesyonlarin 2n=4x=28 kromozom sayis1 ile tetraploid oldugu

belirlenmistir.

Buna ilave olarak flow sitometri yonteminin ¢ekirdek DNA igerigi ve ploidi diizeyi
belirlenmesinde son derece yararli oldugu ve bu nedenle benzer ¢alismalarda en giivenilir,

hassas, kolay ve hizli bir metot olarak kullanilabilecegi bir kez daha ortaya konmustur.

Bu calismada elde edilen sonuclarin korunga genetigi ve 1slahi {izerinde ¢alisan

arastiricilar i¢in yararh olacagini diisiiniiyoruz.
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