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OzET

Bu galisma; Plantago media ve onun farkli ploidi dizeylerindeki ilk
karsilagtirmali DNA miktari analizi olmakla birlikte, ayni zamanda Genus
Plantago 'da da ilk DNA miktari analizi olma o&zelligi tasimaktadir.
Arastirma sonuglart P. media'nin autotetraploid tabiat arz ettigini
destekler yéndedir.

Diploid P. media' larda ortalama DNA miktarn 9.05 + 0.49 pg olarak
hesaplanmig, bu bitkiler arasinda gok yaygin olmasa da bir DNA miktari
varyasyonu tesbit edilmistir.

Autotetraploid bitkilerde ortalama DNA miktari 15.57 £ 0.27 pg olup,
bu deger diploid atalarin yaklasik olarak 1.72 katidir. Autotetraploidlerin
varyasyonu ise, diploidlerin. varyasyonuna kiyasla daha duasuk
bulunmustur.

Yapay tetraploidlerin gézlenen DNA miktar 18.10 £ 0.27 pg olup, bu
deder beklenen degere (18.23 pg) yakiniik arz etmektedir. Yapay
tetraploidlerin bu durumu diploidlerin ve autotetraploidlerin sonuglariyla
karsilagtirildiginda, ototetraploidlerin ilk ortaya ¢ikiglarindan glinumize
kadar bir DNA miktari kaybina ugradiklan tesbit edilmistir. Bu azalma
meydana gelirken, azalmadaki varyasyonun duguk tutuldugu sonucuna
variimigtir.
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ABSTRACT

This study is first to reveal DNA analysis not only in different ploidy
levels of P. media, but also in genus Plantago. DNA amount data support
the autotetraploid nature of P. media.

Mean DNA value of diploids was found to be 9.05 + 0.49 pg. Results
suggest that, diploids are variable in their DNA amounts.

In autotetraploids, mean DNA amount was obderved to be 15.57+
027 pg. This figure was found to be 1.72 times higher than the mean
value of diploid progenitors. Autotetraploids were less variable in their
DNA amounts in comparison with diploids.

Mean DNA amount in induced tetraploids was estimated as
18.10+£0.27 pg being very close to the expected value (18.23 pg). A
comparison was made on mean DNA values of induced tetraploids with
diploids and autotetraploids and it is concluded that, the selection
mechanism acts for reduction, but with a low variation, in DNA amount of

autotetraploids.



TESEKKUR

Bu arastirmanin yurd disinda gergeklesmesi igin gerekli mali destegi
saglayan T.C. Gazi Universitesi yoneticilerine ylUrekten tesekkur ederim.
Bilimsel galismalarimda kariyerimin basindan beri destegini hi¢ bir zaman
esirgemeyen danisman Hocam Prof. Dr. Orhan ARSLAN'a tesekkurd bir
borg bilirim. Calismalarimin yaritaimesi ve yazimi sirasinda benden sabir
ve destegini esirgemeyen ailemin butin bireylerine tesekkir ederim.
Ayrica, aragtirma materyallerini temin etme nezaketinde bulunduklar igin
Dr. Peter Van DiJK'e (Hollanda, Groningen Universitesi, Genetik B6lamu)

stkranlarimi sunarim.



iCINDEKILER

Sayfa No
O ZE T ..ttt e et b et et e b er e s enteteae et et eseesebenseaeerenas i
ABSTRACT ...ttt sttt cste st e s s s et e s sba e e st e st a s e s e s e e ssaeeseaeenanas i
TESEKKUR ..ottt ettt enseet et es et et ee e e st esebese e eaessasnsenessenanis iii
ICINDEKILER......cvieeectiieteecteeeeteseerestereere st n et ess e es s sne e s naenonsansenas iv
TABLOLARIN LISTESH. ..ottt vi
SEKILLERIN LISTESI ..ottt eene e enene s vii
1. GIRIS ottt ettt ettt rans 1
2. MATERYAL VE METOD.........cccoottiitiiriirieenieenrereeanseeasseeesssesasssassenns 17
2. 1. MAteIYAL .......oiiiiiiiee e 17
2.1.1. Materyal bitkinin genel 6zellikleri............ccceeeeeeevireiieniennne, 17
2.2. Metod .....ccooieii ettt a e 22
2.2.1. Metodun teOMISI .......ceieeriericeieeeieciere et ear e e 22
2.2.2. Materyalin ve preparatlarin hazirlanmasi......................... 23
2.2.3. Mikrospekrofotometrik 6l¢im isleminin uygulanmasit ....... 25
2.3, IStBUSHK ANGHZ...orsecereeereceereeeseseesesseeressees s sseseesenee .27
3. BULGULAR.......co ittt s sniecsnseseneesrsaas s nnessseaeesssneesaasessnns 28
3.1. Diploid Bitkilerde DNA Miktari Olgimleri.............c.cooeveevvveivennnnee. 28

3.2. Ototetraploid Bitkilerde DNA Miktari Olgtimleri............cccocveun.... 41



3.3. Kolsisinle Indiklenmis Tetraploid Bitkilerde DNA Miktari

OIGUMIETI ...ttt et ete ettt sea s enee e easeeene 54

4. TARTISMA VE.ONERILER ....coootetiieieeeeett et eeeesee et assa s aeseens 67
4.1, TarISMA......ciiiieiiii et ee s a e 67

4.2, ONEIIEN.......cveeeeeeereeeetesrete e te e eteeeeeeesessestaesesaesesaassensensensansans 75
KAYNAKLAR ... oot eeeeeireereeeee e e eeecanie e s e emaaeneseanaesenesssaeesssasssrsessnanes 76

OZGECMIS ...ttt eeeteee oot et eresseteete et e s essesesseseesesaeans 86



Vi

TABLOLARIN LiSTESI

Tablo Sayfa No

2.1.Calismada kullanilan diploid, ototetraploid ve yapay tetraploid

bitkilerin kod numaralari, kromozom sayilari ve kéken aldiklari

DOIGEIET ... e e eee e e e et e e e e eeeas 18

3.1.P. medianin yedi diploid bitkisinde pg olarak ortalama (2C) DNA

(1114 =15 =T o RO RPN UP ST RPURURPP RPN UPPR 32

3.2.P. media’' nin yedi ototetraploid bitkisinde pg olarak ortalama (4C)
DNA MIKEAHALT .....oooiiiiiiiie e ecrrrree e sere e e e e e e 45

3.3.Kolsisinle indUklenmis yedi tetraploid P. media bitkisinde pg
olarakortalama (4C) DNA miktariar! ..........ccccooeveieeiiivnieieeeenrerneenn. 58



Sekil
3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

vii

SEKILLERIN LISTESI

Sayfa No

Yedi P. media diploid bitkisinde (2C) DNA miktarlarinin yigilimini

gosteren histogram..........cccccveiiieeiiiiiiecicceereere e e ee e e 33

2C70-2 kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gdsteren
a3 o To =1 1 o HS U USSP URPUTIN 34

1178-B kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gésteren
[aTE3 (oo | = 4  FHUR OO U PRt 35

H8 kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gésteren
1153 (e o 1= 114 1 FOU PP UUT PSR PT SRR 36

2C58-3 kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gésteren
1] (oo | -0 TR SRR UPPRR 37

A18C kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gésteren
(1553 (oo | =10 1 TR USSR TPRT 38

LA7D kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gosteren
RISLOGraM.......ooiiiiiiereerrr ettt eessre e e sesre e s rae e s e asannes 39

Ural-2 kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gésteren

RISEOGIaM....ccii it rte et e s ere e e s reeres s e bba e e e s nnaaaee s 40
Yedi ototetraploid P.media bitkisinde (4C) DNA miktarini

gosteren histogram...........ccocvviiiieiiieieicierccerreerreeree e eeeees 46



3.10.

3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

3.20.

viii

Hg kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini
gosteren histogram...........c.ccoecocieirieriinie e eeeeeerree e e eeeees 47

FO4X-1 kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren histogram........ccooooieiiiiiiiiiiiceceree e 48

C58-2 kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren Nistogram...........cccceeviiiieiiriieiinree e ernree e e e s e e 49

A 14 kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren histogram..........cccoovieciieiiniiiie et ceerre e e s 50

A18-12-A kod numaral ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

OOStEren IStOGram..........ccoiieeiiieeiiieeiaereie e eeeeeeeeeaeernnrerreneareaens 51

H16 kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini gésteren
1153 (oo [ -1 o 4 RO U OO TP PU PO PP 52

LA7-11-A kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren hisStogram............ccoiverereerieniiir e eree e e 53

Kolsgisinle indtklenmis yedi tetraploid P. media bitkisinde (4C)
DNA miktarini gésteren histogram..........ccccoocevivviveveirieiieiiiennnnnnn. 59

C70-3 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gisteren histogram..........cocveeiiiiiiii e 60

C70-2 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren histogram..........c.ccoeiiiiiiiiiiiiireiiececree st crrnr e e 61

C40 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren histogrami..........cccco i ree s 62

viii



3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

C58-3 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren NistOgram...........oueueiiimiiicce e 63

C58-5 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren histogrami.............coooiiiiiiiiiircceee e 64

C58-2 kod numarali yapay tetrpoid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren histogrami.............oooiiiiiiiiiiiiiieireee e 65

C65 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren histogram..........cccccuviiiiiiieereer e 66



1. GIRIS

Genomik materyal artig1 birgok filogenetik grup igin dnem
tagimaktadir (Riley and Anilionis, 1978; Sparrow and Nauman, 1973;
Stebbins,1950; 1971; Levin, 1983). Poliploidi adi verilen bu genomik artig,
ya DNA/kromozom oraninda (Kriptik poliploidi), ya da kromozomlarin
timinde gdrulen bir artigla (konvensiyonel poliploidi) meydana

gelebilmektedir.

Poliploidi ytksek bitkilerde olduk¢a yaygindir (White, 1978).
Hayvanlarda ise nadir gérilmektedir (Stebbins, 1971). Cok yillik bitkilerde
tek yilitkklara nazaran daha yaygin olarak rastlaniimaktadir (White, 1978).
Cicekli bitkilerde poliploidlerin oranlari gesitli arastiricilar tarafindan %30-
35 (Stebbins, 1971) ve %47 (Grant, 1963) olarak hesaplanmigtir. En
yiksek poliploidi dlzeyi dikotiledonlardan Acalypha wilkesiana' da 32n
olarak, monokotiledonlardan Poa littorosa’ da da 38n olarak bildirilmigtir

(Gottschallk, 1978).

Grant (1963)'in iddiasina goére, haploid kromozom sayisi n=13' Un
ustinde olan canllar poliploid kdékenlidirler n=13 ve daha dusuk
kromozom sayisina sahip olanlar ise predominant olarak diploiddirler.
Goldblatt (1980) ise, haploid kromozom sayisi n=11 ve yukarisinda olan
cicekli bitkilerin olusum streclerinde poliploidi gegirdiklerini, kromozom

sayisi n=10 ve n=9 olanlarin gogunun da daha yiksek temel kromozom



sayisina sahip atalardan andploid olarak meydana gelebilecekleri
goérasund savunmustur. Lewis (1980a) ¢ift ceneklilerde, Goldblatt (1980)
tek ceneklilerde olmak Gzere gigekli bitkilerin %70-80'ninin olugum

sureglerinde poliploidi gegirdikleri fikrini savunmuslardir.

Son yillarda hayvanlar alemi i¢in de benzer bir durumun olabilecegi
gérugt yayginiik kazanmistir ve null alellerin buna bir delil tegkil
edebilecedi fikri dogmustur. Omedin Catastomidae ve Salmonidae
familyalarinin yaklasik 50-100 milyon yil once poliploidi gegirerek
Cyprinidae'lerden meydana geldigi dustntlmektedir (Uyeno and Smith,

1972; Shultz, 1980; Ohno, 1973).

Somatik kromozomlarin mitozda iki katina ¢ikmasi veya mayozda
kromozomlarin ayrilamamasi ve farkli kutuplara ¢ekilememesi
poliploidinin kaynagini olugturur. Kromozom sayis! yariya indirgenmemis
ve dolayisiyla diploid olan iki tane gamet birlestiginde tetraploid zigot
olusur. Bu durum iki basamakli olarak da meydana gelebilir: Indirgenme
gegirmeyen 2X bir gamet normal bir 1X gametle birlesip 3X gamet
olugturabilir, ikinci basamakta da bu bireyin indirgenmemis 3X gameti

normal bir 1X gametle birleserek tetraploid meydana gelebilir.

Poliploidler genel anlamda ikiye ayriliriar. Tek bir tur icinde meydana
gelmigler ise otopoliploidi, farkh tirler arasinda meydana gelmigler ise

allopoliploidi adini alirlar.



Genetik yapi olarak otopoliploidler homozigot veya heterozigot bir
6zellik tagiyabilirler. Bir baska bireyden genetik bir materyal alinmaksizin
meydana gelirler ise homozigot, déllenme ile meydana gelirlerse

heterozigot olurlar. ikinci durum tabiatta daha yaygindir.

Ototetraploidlerdeki her bir kromozom takimina ait kromozomlar
yapisal olarak birbirlerine benzeyebilirler ancak, bunlarin genleri farklilik
gbstermis olabilirler. Bu durumda bes farkli genotipik sinif ihtimali dogar:
AAAA (quadriplex), AAAa (triplex), AAaa (Dublex), Aaaa (simplex) ve aaaa
(nulliplex). Allopoliploidierde ise durum bdyle degildir. Bunlar farkli trlerin
hibridleri olduklarindan dizomik kalitim gésterirler. Genotipik kalitimlari
ise, AABB dir. Mayoz bélinme sirasinda ototetraploidler tetravalanlar
olustururken, allotetraploidier bivalan olugtururiar (homolog eslesme).
Bivalan olusturan allopoliploidler genomik alloploidlerdir ve bu halleriyle
diploid gibi davraniriar. Bir de segmental alloploidier vardir ki, mayozda
homeolog eslesme gdstererek, quadrivalan olustururlar ve ototetraploid
gibi davranabilirler. Bdyle allopoliploidler de AAA'A' genomik

yapisindadirlar.

Poliploidi olayinin heksaploid, oktoploid veya daha yuksek
durumlaninda otoalloploidi durumu ortaya ¢ikabilir. Béyle bireylerin
genomik yapisi ya AAAABB, ya da AABBBB' dir. Ornegin heksaploid Scilla
autumnalis de bu olay rapor edilmistir (Ainsworth et al, 1983).

Otoalloploidi kompleks olaylar sonucu meydana gelmektedir ve iki tane



genomik olarak uzak ebeveynin olaya katilimi s6z konusudur. Bunlarin

biri ya da ikisi birden otopoliploid orijinli olabilmektedirler.

Ototetraploidi gegiren bir bitki mayoz bélinmenin metafaz
safhasinda tamamen benzer dért homolog kromozoma sahip olacagindan,
quadrivalanlar olusturacaktir. Bunun sonucu olarak, anafazda
kromozomlar dizenli olarak kutuplara ayrilamayacak ve gametler steril
olacaktir. Bu durumda bireyin dért homolog kromozomunun birbirinden
yapisal ya da gensel olarak farklilagmasi délint devam ettirebilmesi
agisindan zorunlu olacaktir. Iste, poliploidierin evrimindeki diploidizasyon
olayl burada olmaktadir. Bu ekstra lokuslar ya mutasyonla degisime
ugramakta, ya da "gen sessizlesmesi" olayi ile inaktif hale gegmektedirler.
Béylece ebeveyn genomundan farkli bir genomun olugsmasi saglanmakta
ve quadrivalan frekansi duasdrtlmektedir. Molekaler biyoloji ¢aligmalan
tetraploidiyi takiben dublike oldugu tahmin edilen genlerin yaklasik %50'
sinin artik inaktif hale gegtiklerini géstermistir (Ingle et al 1975; Ferris and

Whitt, 1977a; 1977b; Allendorf, 1978).

Otopoliploidlerin allopoliploidierden ayirt edilebiimesi olduk¢a zordur
(Grant, 1971). Eskiden beri kullanilan yéntemler arasinda; mayotik
analizler, dél verimliliinin kontrola ve bireylerin morfolojik yapilarini
kargilastirmak verilebilir. Son yillarda ise, daha glvenilir ve kesin sonuglar
verebilecek molekuler biyoloji ve elektron mikroskop teknikleri

kullaniimaya baglanmigtir.



Otopoliploidieri allopoliploidierden ayirt edebilmek igin bagvurulan
tekniklerden sitolojik incelemeler kromozom davranislarinin yorumunu
kapsamakta ve incelemelerin hem mitoz, hem de mayozda yapilmasi
gerekmektedir. Mayozun metafaz evresinde muitivalanlarin gézlenmesi
otopoliploidinin varligi i¢in bir delil tegkil etmektedir. Multivalanlarin bu
evredeki yoklugu ise allopoliploidi varligi i¢in bir delildir. Ancak eski bir
otopoliploid evrimlesme sirasinda g¢esitli mutasyonlara maruz kalmis
olabileceginden homolog kromozomlar farklilagsmis olabilecektir ve bir
otopoliploidden bekienen multivalan frekansi daha disuk bir deger
gbsterebilecektir. Ayni sekilde segmental allopoliploidler de mayoz
evresindeki g¢esitli frekenslarda multivalan varligi ile karakterize
olduklarindan, cogunlukla gercek allopoliploidlerden ziyade
otopoliploidlere benzer bir davranig gdstereceklerdir. Buradan da
anlagilacad: Uzere mayozun incelenmesi otopoliploidi icin tek bagina bir
delil teskil edememektedir. Mitozun ayni amagla incelenmesi de homolog
kromozomlarin sayisinin belirlenmesi ile olmaktadir. otopoliploidler mitoz
evresinde dort tane homolog kromozom bulundururken, allopoliploidlerde
iki ¢ift homolog kromozom grubu vardir ve bu giftler birbirlerine gére
homeologdurlar. Segmental allopoliploidierde ise segmental bir
homologiuk ve homeologluk s6z konusudur. Zamanla meydana
gelebilecek bir takim mutasyonlar ve dolayisiyla kromozom
varyasyonlarinin varhi@i ihtimalinin géz éntnde bulundurulmasi da mitoz
galismalarinin tek basina otopoliploidi varligi igin saghkh bir delil

olamayacagini géstermektedir.



Dal verimliliginin kargilagtinimasinda otopoliploidierden teorik olarak
beklenen mayozun metafazindaki muitivalaniarin varligt sebebiyle
homolog kromozomlarin anafazda kutuplara esit olarak dagilamamas: ve
dolayisiyla gametik kisirhgin gézlenmesi olacaktir. Allopoliploidlerde ise
mayozun metafazinda bivalanlarin olugsmas! beklendiginden, anafaz
evresinde kromozomlarin kutuplara esit olarak dagilmasi s6z konusu
olacak ve verimli déller elde edilecektir. Ancak bazi istisnai durumlarda
segmental allopoliploidler muitivalan olugtururlarken, otopoliploidlerde
bivalan olusturabileceginden dél verimliligi agisindan beklenen degerlerle

gézlenen de@erler farklilik gésterebileceklerdir.

Teorik olarak otopoliploidierden bekienen, morfolojik yapi olarak
ebeveyn diploidlere benzemeleridir. Allopoliploidier genetik olarak hibrid
olduklanindan, hibrid bir morfoloji géstermeleri teorik olarak beklenebilir.
Ancak gbézlenen her zaman bdyle olmamaktadir. Segmental alloploid
bireylerde de genlerin bir kismi ebeveyn diploidle benzerlik
gostereceginden yanilgilara yol agabilecektir. Ototetraploidler zamanla
belirli bir genom degisikligi gecireceginden, morfolojik olarak diploidlerden
farkli olabileceklerdir. O halde, tek basina morfolojik benzerliklerin

karstlastirilmasi da gavenli bir kriter olamamaktadir.

Bugline kadar bilim adamlar i¢in sadece otopoliploidinin teshisi ve
varhiginin ispati bir problem olmamistir. Otopoliploidlerin populasyon
seviyesindeki davraniglart da agiklanmaya galisiimis, ancak bugine kadar

bu agikiamalar yeterli seviyeye ulasamamigtir. 19401 yillarda



otopoliploidler igin ortaya atilan bir ¢ok soru hala cevapsiz kalmistir. Son
20 yildir molekuler biyolojinin gésterdigi atak ve genetigin diger dallarinin
buna paralel olarak ilerlemesiyle birgok soruya isik tutacak sekilde bazi
hipotezler ve teoriler ortaya atilmistir ve bunlar hala destek beklemektedir.
Bu sorulardan en &nemlisi, otopoliploidierin nasil olup da diploid
ebeveynlerine nazaran dezavantajli olmalarina ragmen yerlesebildigi ve

hatta bazi durumlarda onlarin yerini aldigidir.

Otopoliploidlerin basarisi Gzerine farkh gértsler ortaya atilmistir.
Stebbins (1971), "kromozomlarin iki katina ¢ikmasi yUksek bitkilerin
basarisina yardim etmemekte, tam tersine bu basariya bir engel teskil
etmektedir" demis, bu goértse katilmayan Levin (1983) ise, otopoliploid
bireyin kendi sitolojik, kimyasal, genetik ve geligsimsel 6zelliklerini blytk
6lcide degistirebilme potansiyeline sahip olabilecegini ve diploid

atalarninin tolerans sinirlarini agabilecedi fikrini savunmustur.

Otopoliploidlerin populasyon seviyesindeki basarisinin tetrazomik
kalitim avantajina sahip olmalarindan kaynaklandi§i gérist yayginlik
kazanmaktadir (Muller, 1914; Haldane, 1930; Stebbins, 1947, 1980;
Barber, 1970; Roose and Gotlieb, 1976; Lewis, 1980b; Soltis and Soltis,
1989a; 1989b). Tetrasomik kahtim ototetraploid bir bireye, diploid
ebeveyne nazaran daha fazla heterozigot olabiime esnekligini kazandirir.
Diger bir deyimle diploid bir bireyin ortama uyum saglamasini

kolaylagtiracak bdyle bir degisikligin genlerinde meydana gelmesi sansi



igin bir lokusta ancak iki alele sahip olmasina ragmen, bu ihtimal bir
lokusta doért alele sahip oldugundan ototetraploid bir bireyde daha
yuksektir. Soltis and Soltis, (1989a) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
autotetraploid Tolmiea menziesii 'nin bir lokusta 3 ila 4 arasinda farkli alel
tesbit edilmis ve diploidlere nazaran ototetraploid bireylerde daha fazla
heterozigotluk oldugu rapor edilmistir. Bu heterozigotiuk, bireyin genleri
Gzerinde bir dengeleme ve tamponluk potansiyeli dogurabilmektedir.
Béylece birey genetik ve kimyasal agidan esnek olabilmektedir veya en
azindan bu potansiyeli elinde bulundurabilmektedir. Mesela, gogulcul

enzim formlar: béyledir.

Tetrasomik kalitim sayesinde, ortam degisikliklerine uyum
kolaylagabilmekte; tuzluluk, kireglilik, radyasyon, mutajen ve zehirli
maddelere karsi daha dayanikh olunabilmektedir. Ayrica bu sayede buzul
bélgeler, gorak alanlar ve kumlu topraklarda da hayatta kalabilme gansi

artabilmektedir.

Allopoliploidierin gen Iokuslarinda ise, hibrid olmalarindan
kaynaklanan dizomik bir kalitm s6z konusudur. Compositae
familyasindan ve allopoliploid olan Trapagon mirus ve Trapagon miscellus

da dizomik kalitim gézlenmistir (Roose and Gottlieb, 1976).

Tetrazomik kalitim ototetraploidlerde yaygin degildir (Grant, 1971).

Bazi eski ototetraploid formlarda homolog alellerin bir kismi farklilagmis



dublike formlara dénusttklerinden, tetrazomik kalitim gértlmeyebilir. Ayni
sekilde, tetrazomik kalitim allotetraploidlerde tam olarak yok denilemez
gunkl, segmental allotetraploidler bazi gen lokuslarinda bu &zelligi

tagtyabilirler.

Otopoliploidlerin basarisinin sebeplerinin anlagilmasi agisindan
Diploid ebeveynler ile otopoliploid kusaklarin kargilastirmal aragtirmalar
da yapilmig ve gelisimsel, kimyasal ve hoggérulik agisindan aralarinda
bazi farkhliklarin oldugu gézlenmistir. Diploidlerde tohumlar daha
kugukturler ancak, otopoliploidiere nazaran daha hizli ¢imlenirler. Embriyo
gelisimi otopoliploidlerde daha hizli oldugu igin filizler diploidlere gére
daha hizli bayirler. Bu durum ergin safhada kendini géstermez. Bunun
sebebi gekirdek por sayisinin bitkilerde ve hayvanlarda ploidi duzeyiyle
paralel bir artis géstermeyisinden kaynaklanmaktadir (Maul, 1977). Oysa
¢ekirdek hacmi ve dolayisiyla gekirdek ylzeyi ploidi ile artmaktadir. Bu
durumda por sayisi artmadigindan ¢ekirdekten hilicreye daha az materyal
‘daha uzun bir strede gecgecektir. Cekirdek-hicre geometrik iligkisine
bdyle bir mudahele sonucu metabolizma yavaglayacaktir (Cavalier-Smith,
1983; 1985). Bir bagka sebep de poliploidierde terleme (Chen and Tang,
1945; Tal and Imber, 1971; Tal et al, 1979; Tal, 1980) ve hormon
saliniminin (Tal ve Imber, 1971 Tal et al,” 1979; Tal, 1980) dusuk
olmasidir. Terlemenin dastk olmasinin sebebi, yapraklardaki her bir
stoma gapinin diploidlere kiyasla otopoliploidlerde daha genis olmasina
ragmen; sayisinin otopoliploidlerde yaprak c¢apina kiyasla daha dusuk

olmasina baglanmigtir (Tal and Imber, 1971; Tal et al, 1979; Tal, 1980).
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Otopoliploidlerin yavas blyumesi, gigeklenme zamaninin da diploidlere

nazaran geri kalmasina sebep olmaktadir (Bennet, 1972).

Otopoliploid ve diploid bitkiler icerdikleri rRNA miktari agisindan da
karsilastirimiglardir. Omegin ototetraploid domatesin rRNA miktarinin
diploid domatestekinin %85'i oldugu ag¢iklanmigtir (Tal, 1977; Albuzio et
al, 1978). Ayni sekilde Ingle and Sinclair, (1972) ve Ingle et.al (1975)" in
yapti§: arastirmalarin sonucunda Hyacinthus orientalis' in 2n, 3n ve 4n
varyetelerinde RNA miktarinin ayni oldugu rapor edilmistir. Bu
aragtirmalardan da anlagiimaktadir ki, RNA miktarinin artigi gen miktarinin

artigindan bagimsizdir.

Diploidlerle otopoliploidier icerdikieri su miktari agisindan da
karsgilagtinimiglardir. Otopoliploidlerin daha fazla su igerdigi ve dolayisiyla
daha fazla ozmotik basinca sahip olduklan rapor edilmistir (Tal and Gardi,
1976). Tal and Gardi (1976) bunun sebebini otopoliploidierdeki dusuk

terlemeye baglamiglardir.

Kimyasal yapi agisindan kargilagtirma yapildiginda; diploid bitkilerin
daha ziyade yapisal bilesiklerce (sellloz, hemisellloz, lif) zengin olduklar
poliploid bitkilerin ise seker, nigasta, organik asitler ve C vitaminince

zengin olduklari gézlenmistir (Lewis, 1980b).
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Strese dayanikfilik agisindan diploidierie poliploidier
karsilagtirildiginda, poliploid bitkiler tuzluluk (Tal and Gardi, 1976),
mutajenler (Sparrow and Miksch, 1961) ve herbisitlere (Tomkins and
Grant, 1978) daha dayaniklidirlar. Hatta, buzul, kumiu, tuzlu ve kurak
bélgeleri istila etmis durumdadirlar (Léve and Léve, 1957; 1967). Glney
bélgelerden kuzey bélgelere dogru gidildiginde poliploidlere daha sik
rastlanmaktadir (Léve and Léve, 1975).

Diploid ile ototetraploid sitotiplerin bir popuUlasyon igindeki
birbirlerine karg! davraniglar Uzerine de teorik bazi ¢alismalar yapilmasi

poliploidlerin bagarisini aragtirma agisindan zorunlu olmustur.

Bir populasyonda yeni bir poliploid birey ortaya ¢iktiginda bu kendi
diploid atasiyla populasyonda tutunmak igin bir yarisa girer. Poliploid
yumurtalarin ¢ogu, diploid bireylerin ¢ogunlukta oldugu bir ortamda
olduklan i¢in, haploid polenlerle dbllenecek ve triploidleri
olugturacakiardir. Bu bireyler de kisir olacaklardir. Buna karsilik diploidler
normal gametlerle ddllenebildiklerinden diploid ve normal bireyler
meydana getireceklerdir. O halde, yeni ve azinhktaki poliploid, diploid
poptlasyondan elimine edilecektir veya duslk frekansta kalacaktir. Bu
teori 1975 de Levin tarafindan ortaya atiimis "Azinlik Sitotipin Diglanmasi
Teorisi" olarak bilinmektedir. Ancak bazi populasyonlara bakildiginda
poliploidierin diploid sitotiplerle beraber ayni habitati paylastikiar
goérulmektedir. Bu bitkilerden biri de Plantago media’ dir (Van Dijk and
Van Delden, 1990; Van Dijk, 1991). Lewis (1980b) ve Solbrig (1980)
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poliploidier ve onlarin orijinlerini aldidi diploidierin populasyon duzeyinde
kargilastiriimalariyla konuya isik tutulacagi gérusini savunmuslardir.
Ozellikle simpatrik populasyonlarin yani her iki sitotipin birlikte bulundugu

bdlgelerin (mozaik bélge) arastiriimasi 6nem tagimaktadir.

Otopoliploid Plantago media Avrupanin Pireneler bélgesinde
simpatrik bir dagilim gdsterdiginden her iki sitotipin genetik &ézelliklerinin

kargilagtiriimasi bu bélgede 6nem tagimaktadir.

P. media ile ilgili ilk arastirmalar kromozom sayimi, Avrupa
Uzerindeki sitotiplerin dagilimi ve fenotipik ézelliklerinin rapor edilmesi ile
sinirli kalmigtir (Mc Cullagh, 1934; Sugiura, 1939; Rahn, 1954; 1957;
Sagar and Harper, 1964; Sopova and Rizova,1975). P. media da ilk
poliploidi varli§i Mc Cullagh (1934) tarafindan rapor edilmigtir. Bu
aragtiric diploidlerin 2n=2x=12, poliploidlerin de 2n=4x=24 kromozom
sayisina sahip oldugunu ve poliploidlerin allopoliploid olduklarini rapor
etmigtir. Allopoliploidi varligini mitozda satellite sahip sadece iki
kromozom gérmesi sebebiyle iddia etmigtir. Daha sonraki ¢aligsmalarda
Rahn (1957) durumun bdyle olmadigini, satelliti doért kromozomun
bulundugunu ve bir ototetraploidi varliginin séz konusu oldugunu

gOstermigtir.

P. media nin Avrupa UGzerindeki cografik dagilimi ilk defa Rahn
(1954) tarafindan bir harita UGzerinde gésterilmigti. Bu haritadan,

tetraploidlerin diploidiere nazaran daha genis bir dadilim gdsterdikleri ve
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diploidlerin gUney bdlgeleri iggal etmesine karsilik tetraploidlerin kuzey
bélgeleri tercih ettikleri anlagiimaktadir. Daha sonra Van Dijk and Van
Delden (1990) ve Van Dijk (1991) daha detayl arastirmalar yaparak bu
haritay! yeniden gizmislerdir. Bu iki arastirici Pirene' ler basta olmak Gzere
Avrupanin gesitli bdlgelerinden toplanan P. media érnekleri UGzerinde

otopoliploidi varligini da ispat etmeye calismiglardir.

Bu galismada kullanilan bitkiler Pireneler ve Avrupanin gesitli
bdlgelerinden getirilmistir (bkz: Materyal ve Metod B6limu). Pirenelerde
yapilan arastirmada Rio Gallego vadisindeki P. media dagilimi detaylica
rapor edilmistir (Van Dijk and Van Delden 1990; Van Dijk, 1991). Vadinin
kuzeyi diploidlerle kapli iken, Formigal béigesine yaklastikga tetraploidier
gérulmeye baglanmaktadir. Glney kisimlar ise tamamen tetraploidlerden
olugmaktadir. Formigal' de yaklasik 5 kilometrelik diploid ve tetraploid P.
media bireylerinin her ikisini birden igeren mozaik bir bélgenin varliigindan
s6z edilmigtir (Van Dijk, 1991). Bu arastirmada kullaniimig olan materyalin

buyuk bir kismi bu mozaik bélgeden toplanmistir.

Van Dijk (1991)e gb6re, Formigal bdlgesinde "Azinlik Sitotipin
Diglanmasi Teorisi" gugli bir bicimde kendini géstermektedir. Cunki
civarda bulunan hibrid triploidlerin fertil olmadiklari gézlenmigtir. Bu
bélgede bir sitotipin varligi digerinin varhd: ile kisitlanmistir. Hemen
hemen bltin ddllenmeler mozaik bdlgedeki saf sitotipler arasinda

olmaktadir. Buna bir sebep de iki sitotip arasindaki gigeklenme zamaninin
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farkli olmasi ve dipliodlerin iki hafta énce gicek agmasidir (Van Dijk,

1991).

Bu arastirmada Pfanfago media poliploid kompleksindeki iki sitotip
DNA miktarlart agisindan kargilagtinimistir. Plantaginaceaenin turleri
arasinda morfolojik olarak ¢ok fazla bir fark gézlenemediginden, turlerin
taksonomik yerinin belirlenmesi agisindan genetik arastirmalar énem

tagimaktadir.

Bugltne kadar genus Planfago da cekirdek DNAsI miktari 6l¢UmuU
yaplimamistir. Bu agidan, bu tez hem genus Plantago, hem de P.media da
ilk DNA miktari raporunu tegkil ettigi icin 6nem tagimaktadir. Arastirmada
kullaniimis olan Feulgen Mikrospektrofotometri Teknigi (Leuchtenberger,
1958) cekirdek icindeki DNA miktarlarinin kargilagtiriimasi konusunda

yaygin olarak kullanilagelmistir.

DNA, kromozom materyali oldugundan ve canlilanin kalitiminda
énem tasidiqindan, genetikgiler igin aragtirma materyali olarak bulylk
6lgude ilgi gdrmektedir. Cekirdek DNA' st miktar, bir genus igindeki
evrimsel sapmalara da bir delil teskil edecedinden, DNA miktan ve diger
genetik gbzlemlere dayali bir sistematik siniflandirma amaciyla da bu

aragtirma sonuglari kullanilabilecektir.
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Okaryotik organizmalarda haploid DNA kitlesine C degeri (=genom
6lgusl) adi verilmektedir. Cekirdek DNAsinin miktar: tarler arasinda, tur
icindeki bireyler arasinda ve hatta bir bireyin hicreleri arasinda bile
degiskenlik gbsterebilmektedir. Diger bir deyimle, bazi canli guruplarinda,
DNA miktari varyasyonu kromozom sayisindan bagimsizdir. Bu durum,
genetik ve evrimsel olaylarin bir akibeti olarak ortaya gikabilir. Rees et al.
(1966) ve Rees and Jones, (1972) diploid kromozom sayisi 2n=2x=14
olan farkli Lathryrus turlerinde DNA miktari farklihginin tG¢ katina kadar
cikabildigini gézlemiglerdir. Vicia sativa ve Vicia faba arasindaki DNA
miktarinin yaklasik olarak yedi kat fazla (Rees et al.,1966; Chooi, 1971)
oldugunun bulunmasi da, farkli tlrler arasinda ki DNA miktar: farkina bir
6rek teskil etmektedir. Lolium'da (Rees et al., 1966), Allium'da (Jones
and Rees, 1968), Pinus ve Picea’ da (Mickshce, 1967), Secale'de (Bennet
et al, 1977) kromozom sayisindan badimsiz olarak ortaya ¢ikan ayni

cekirdek DNAs farklihdi rapor edilmistir.

Bazi poliploidlerde teorik olarak beklenen gekirdek DNAsi farki,
genus Betula da oldudu gibi, gézlemlenmeyebilir (Grant, 1969). Hatta bazi
durumlarda en ytksek DNA miktarinin tir iginde ara kromozom sayisina
sahip bitkilerde gézlendidi de rapor edilmistir (Southern, 1967; Begak et
al, 1967; Christensen, 1966).
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Diploidler bireylerle poliploid bireyler arasinda yapilan gekirdek DNA
si karsilagtirma calismalari oldukga az bir sayida oldudu igin bu

aragtirmalann gogaltilmasi konuya agiklik getiriimesi agisindan énemlidir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Arastirma materyali Hollanda, Groningen Universitesi, Genetik
Boluma Ogretim Elemani Dr. Peter Van Dijk tarafindan saglanmistir.
Analizler igin 21 farkll birey kullaniimis olup, bunlardan 7 tanesi
ototetraploid (2n=4x=24) ve 7 tanesi diploiddir (2n=2x=12). Kolsisinle

indGklenmis 7 birey de kontrol grubu olarak kullaniimigtir.

Diploid bireylerden iki tanesi Rusya kékenlidir ve Ural bdlgesinden
getirilmistir. Geri kalan diploidler Ispanya kékenli olup, Formigal
bélgesindendir. ototetraploidlerden bir birey Saraybosna dan getirilmis
olup, digerleri Formigal bélgesindendir. Kolsisinle indUklenmis bireyler

Formigal béigesinden toplanan diploidlerden orijin almiglardir (Tablo 2.1.)

2.1.1. Materyal bitkinin genel 6zellikleri

Plantago media'nin cografik dagilimi ilk defa Pilger (1937) tarafindan

rapor edilmistir. Cografik dagilim oldukga genis olup, Avrupa’nin hemen
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Tablo 2.1.:Caligmada kullanilan diploid, ototetraploid ve yapay tetraploid
bitkilerin kod numaralari, kromozom sayilari ve kéken aldiklari

bélgeler.

Kod Numarasi

Kromozom No.

Koéken Aldig1 Bélge

2C70-5 2n=2x=12 Formigal (Ispanya)
1178-B 2n=2x=12 Formigal
H8 2n=2x=12 Formigal
2C58-3 2n=2x=12 Formigal
A18-C 2n=2x=12 Ural (Rusya)
LA7D 2n=2x=12 Formigal
Ural-2 2n=2x=12 Ural

Hg 2n=4x=24 Formigal
FO4X-1 2n=4x=24 Formigal
FO4X-2 2n=4x=24 Formigal
A14 2n=4x=24 Formigal
A18-12-A 2n=4x=24 Formigal
H-16 2n=4x=24 Saraybosna
LA7-11-A 2n=4x=24 Formigal
C70-3 2n=4x=24 Formigal
C70-2 2n=4x=24 Formigal
C40 2n=4x=24 Formigal
C58-3 2n=4x=24 Formigal
C58-5 2n=4x=24 Formigal
C58-2 2n=4x=24 Formigal
C-65 2n=4x=24 Formigal
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hemen her bélgesinde , Rusya'nin orta bélgelerinde, Kuzey Amerika, Yeni

Zellanda, Cin ve Japonya'da da 6rneklere rastlanmistir.

Avrupa'da diploid sitotipin cografik dagilimi tetraploid sitotipden daha
genis bir dagilim arz etmektedir (Rahn, 1957). Tetraploidler daha ziyade
kuzey, bati, ve orta Avrupa'da yerlesmis durumda iken, diploidler
Avrupa'’nin guney ve dogu bdlgelerinde goérlilmektedir. Ancak bazi
istisnalar vardir. Mesela Yugoslavya'da ve Kafkasya'da tetraploid sitotipe
rastlanmis olup, Ispanya ve Rusya'da diploidlerle beraber tetraploidlere

de rastlandigi gézlenmistir (Rahn,1954; Sopova and Rizova, 1975).

P. media’nin yapraklan tlylt ve elips seklinde olup, yaklagik olarak
(2-) 4-6 (-40) cm uzunlugundadir (Sagar and Harper, 1964). Yaprak, kisa
olan yaprak sapina dogru bir daralma gésterir. Bitkiler agik alanlarda veya
kirlik yerlerde toprak ylzeyine sikica tutunmus bir gérinim arz ederler.
Ancak, kendilerinden daha uzun bitkilerle beraber bir arada
bulunduklarinda yaprak saplari biraz daha uzun ve daha dar bir yapida

olabilmektedir.

Bitkinin kékd oldukg¢a genigtir ve uzundur. Cok sayida fibréz kékler
¢ap! 1-2 cm olan ana kékten ¢ikar.

Cicekler bagsak yapida olup, kokuludur ve her bir gicek yaklasik
olarak 2-4 (-15) cm uzunlugundadir. Cigek sapi giplaktir ve genellikle
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yapraklarin boyunu asacak bir bigimde uzundur. Tag¢ yapraklarin ¢api
yaklasik olarak 4 mm olabilmektedir ve beyazimsi-pembe bir renge
sahiptir. Sera sartlarinda ¢igek sayisi 10'a kadar varabilir. Her ¢icekte 4
tane anter vardir ve stigma uzun olup, taylGddr. Her anterde yaklagik
olarak 800 polen tanesi bulunur (Basset and Crompton, 1968).

Cigeklenme zamani Haziranda baglar ve kig baslangicina kadar strer.

Tohum oval ve yaklasik olarak 1.8 mm uzunlugunda ve 1.0 mm
genisligindedir. Tohum rengi kahverengi-siyah olup, dorsal ylzeyinde
daha agik bir renk tonundan olugmus bir band bulunur. Tohum ydzeyi hafif
kingiktir. Tohumlar Temmuz basi ve kig basina kadar olan zamanda
serbest kalabilirler. Tabiat sartlarinda tohumlarin gogu Agustos ve Eyldl
aylarinda serbest kalir. Bazi tohumlarin ¢imlenmesi zaman alabilir.
Cimlenme bahar, yaz yada sonbaharda olabilmektedir. Tohumlar kuru bir
ortamda Gg¢ yila kadar gimlenebilme 6zelliklerini koruyabilirler ve ¢imlenme

icin gerekli sicaklik en az 15 °C dir (Sagar and Harper, 1964).

P.media kendi kendine déllenemeyen (allogam) bir bitkidir. Déllenme
rizgar ve bécekler (Hymenoptera, Diptera) yardimiyla olmaktadir.
Ciceklerin kokulu ve renkli olmasi bdcekle ddllenmenin varliginin bir
isaretidir. Ureme hem vegetatif hem de tohumla olabilmektedir. Vegetatif
areme ile bitkinin yanlarindan 12 ye kadar bitkicik ¢ikabilmektedir.
Tohumdan Ureyen bitkiler ilk sene gicek vermezler, yash olanlar ise her

sene gicek verirler.
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P. media ¢ok yillik bir bitkidir. Genellikle bazik, kalsiyum orani
yUksek topraklarda ve insan tarafindan kullaniimayan ya da az kullanilan
alanlarda yaygin olarak bulunur. Soguda ve kuraklia oldukga
dayaniklidir. Kurakliga dayaniklilik agisindan ele alindiginda tipik bir
kiregli toprak bitkisi oldugu séylenebilir. Cok eski ¢aglarda bu bitkinin
kuduz hastaligimi iyi etmekte kullanildigi ve ezilmis yapraklannin

kdpek isiriklanina sanldigi bilinmektedir.

Diploid ve ototeraploidier morfolojik olarak karsilastinldiginda
oldukg¢a benzerdirler ve arazide ayird edilebilmeleri oldukga gugtir. Cicek
sapt uzunlugu ototetraploidlerde daha uzun olup, aradaki fark yaklagik
olarak 12.46 + 1,10 cm dir. Yaprak uzuniugu farki ise, ototeraploidierde
daha uzun olmak tzere, 6. 22 + 0.58 cm dir. lki sitotip arasindaki gigek
uzunluklari farki ototetraploidler daha uzun olmak tizere, 0.96 + 0.42 cm
dir. Rahn (1954), diploidlerin gigeklenme zamaninin ototetraploidlierden bir
hafta énce oldugunu ve her bir kapsuldeki tohum sayisinin diploidlerde iki,

ototetraploidlerde ise iki den fazla oldugunu rapor etmigtir.

Rahn (1957) P. media’ y\ P. lanceolata ve P. major ile melezlemeyi
denemis ise de basaramamistir. Bu da P. media‘da hibridlenmeye kars!

glgla bir engelin varligini géstermektedir.
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2.2. Metod

DNA miktan 6lcimleri Nikon-fotometre aygiti kullanilarak Feulgen
Mikrospektrofotometri teknidiyle (Leuchtenberger, 1958) yapilmistir.

Arastirma Londra Universitesi laboratuvarlarinda gergeklestiriimistir.

2.2.1. Metodun teorisi

Mikrospektrofotometri  teknigi, = mikroskop altindaki  hicre
cekirdeklerinin 15191 absorbe etme miktarlarinin dlgimine dayanmaktadir.
Bu teknikte ilk basamak DNA'nin Feulgen boyasi (Schiff ajani) ile
boyanmasidir. |kinci basamakta ise boyanmis hiicre gekirdedi tarafindan
absorbe edilen 1s1§in miktar tesbit edilerek DNA miktari hesaplanir.
Birinci basamak DNA nin boyama ile gorulir hale gelmesi iglemini
icerdiginden kalitatif, ikinci basamak ise DNA miktarinin hesaplanmasi

oldugundan kantitatif 6zelliktedir.

DNA'nin kalitatif olarak tesbiti Feulgen and Rosenberg (1924)'e gére
sOyle olmaktadir. Boyama isleminden énce yapilan zayif asit muamelesi
(1IN HCI, 60 °C, 0-24 dakika) DNA molekulindeki baz-seker glikozid
bagini kirmakta ve aldehid gruplarini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu aldehidler

Feulgen boyamasi esnasinda fuksin-suifir asidiyle reaksiyona girmekte
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ve koyu kirmizi renkte ¢éztinmeyen bir bilesik meydana geimektedir. Bu
renk Feulgenin, DNA molekulindeki hafif asit hidroliziyle agiga ¢ikarilan,

aldehid gruplariyla birlestiginin bir indikatéradar.

DNA'nin kantitatif olarak Feulgen reaksiyonuyla tespit ediimesi ise;
mikrospektrofotometre cihazindan hicre Gzerine verilen monokromatik
1s1§In (dalga boyu 260 nm), Feulgen-DNA kompleksi tarafindan absorbe
edilme miktarinin élgilmesi esasina dayandidi igin fotometrik-kimyasal bir
metod olarak kabul edilmektedir. Qi¢iim islemi, monokromatik 1s1§in, renkli
karigimdan gegen siddeti (I) ile ayni sartlar altinda fakat renksiz bir
ortamdan gegcirilmesinden sonraki siddetinin (I°) karsilastiriimasiyla

gergeklestirilir.

2.2.2 Materyalin ve preparatlarin hazirlanmasi

Bu g¢alismada, mikrospektrofotometri teknidi P. media igin 6zel
olarak gelistirildi ve basgarili sonug verdi. Hlicre materyali olarak kék uglart
kullanildi ve DNA miktari 6énceden bilinen ve kontrol materyali olarak
kullanilan Crepis capillaris bitkisi kék uglari da arastirmanin saghgi
agisindan Plantago media kék uglan ile ayni tlp iginde ve ayni sartlarda
ayni iglemlere tabi tutuldu. C. capillaris kdk uglari P.media kék uglarina
nazaran dikkati gekecek bir bigimde daha ince olduklarindan kdéklerin

karismas! problemi ortaya glkmadl. Islem sirasinda kullanilan
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kimyasallarin her defasinda saf olmasina ve ayni ticari markadan
olmasina, Feulgenin gerek kalitatif, gerekse kantitatif olarak her defasinda

benzer reaksiyonu vermesi gerekliligi agisindan, 6zellikle dnem verildi.

Yaklagik 1-2 cm uzunlugundaki 3-4 adet C. capillaris ve P. media kok
uclar ayni tipte a-monobromonaftalen (2-monobromonaftalen) 'nin gifte
damitilmig sudaki doymus ¢ozeltisinde, ~ 4 °C' da, bir gece, 6n tesbit
islemi igin bekletildi. Ertesi glin bu ¢ozeltiden gikarilan kdk uglari tesbit
islemi icin mutlak etil alkol : glasiyal asetik asit (3:1, v/v) soltsyonu iginde
-10 °C' da, 24 saat bekletildi. Daha sonra kdk uglan bu g¢ézeltiden gikarildi
ve her seferinde 2'ser dakika olmak Gzere G¢ defa ¢ifte damitilmig su ile

yikandi.

K&k uglari hidroliz taplerine alinmadan énce, 1N HCI ihtiva eden
hidroliz tupleri 60 °C da 6n isitmaya tabi tutuldu ve damitik sudan ¢ikmig
olan kék uclari dogrudan bu ¢ézeltinin icine alindi. Hidroliz islemi 60 °C'

da, 8 dakika olarak belirlendi.

Hidrolizden gikan kék uglan ¢ifte damitilmis suda 5 dakika dikkatlice
yikandi. Kék uglannin fazla sulan kurutma kagidinda emdirilip, iginde
Feulgen boyas! bulunan tuplere kondu. Boyama stresi oda sicakliginda

ve karanlikta 45 dakika olarak tesbit edildi.
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Boyama ve hidroliz strelerinin farkli bireylerden alinan bitin kék

uglan igin ayni olmasina dikkat edildi.

Koyu boyanmig olan kék uglar segilip, her bir birey i¢in 2-3 preparat
hazirlamak Uzere lam Uzerine alindi, ve. bir damla %45' lik asetik asit
icinde piringten yapilmig 6zel bir gubugun ucu ile lam Gzerinde hizli fakat
yumusak darbelerle ezildi. Uzerlerine lamelleri kapatilan ve diz bir masa
Gzerinde iki kurutma kagidi arasina alinan preparata bir elin bas

parmagiyla kuvvetlice bastiridl. Béylece htcrelerin bir duziem Gzerine

gelmeleri saglandi.

Lamellerin etrafi asetik asitin ugup, preparatin kurumasina ve
dolayisiyla sonucu olumsuz yénde etkilemesine imkan vermemek igin
kauguk solusyonuyla gegici olarak muhurlendi. Ayni tupte bulunan C.
capillaris ve P. media kok uglar farkli lamlar tUzerinde farkli preparatlar
olarak hazirlandilar. Ayn: tlpten hazirlanan preparatlara ayni numaralar

verilip, ait olduklari tartn isimleri belirtildi.

2.2.3 Mikrospektrofotometrik 6lgiim igleminin uygulanmasi

Mikrospektrofotometrik &lgumler, erken profaz evresindeki, her bir
birey igin 25 tane rastgele segilmis gekirdekler {izerinde X40 immersiyon

objektifi ile Nikon fotometre cihazinda gergeklestirildi. Her bir ¢ekirdek igin
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ise 10 tane 6lcimun ortalamasi alindi. Bdylece birey bagina 250 6i¢im
yapiimig oldu. Daha sonra bunlarin da ortalamasi alinarak her bir bireyin
ortalama DNA miktar pikogram (pg) olarak hesaplandi (1 pg=10-12gram).
Her ploidi duzeyi igin ayr bir tablo hazirlandi ve DNA miktar degerleri her
birey igin en kigik degerden, en blylk degere dogru tablolar tizerinde

siralandi (Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3).

Mikrodensitometre cihazi ve voltaj dizenleyicisi 6lgim isleminin en
az 1 saat 6ncesinden agilarak isinma islemi ve dizenli akimin cihaza
gelmesi saglandi. Galvanometrenin karanhktaki akiminin duragan ve

sifira ayarlanmig olmasina dikkat edildi.

Fotometrik kafadaki teleskoptan bakildiginda ¢ekirdedi tam ortada
gézleyebilecek sekilde, preparat alete yerlestirildi. Hemen ardindan
cekirdek icinden gegen 1s1gin miktar galvanometre cihazindan okunup

degerler kayit edildi.

Kayit islemleri bittikten sonra, preparatin ¢ekirdek veya herhangi bir
hicre pargas! ihtiva etmeyen bos bir bélgesine objektif kaydirilarak, bu
bélgenin galvanometrik olgimleri kayit edildi. Bos bdlgenin mumktn
oldugunca dlgum yapilan ¢ekirdege yakin bir béige olmasina 6zellikle
dikkat edildi. Son olarak fototlptn kapad: kapatilarak diger ¢ekirdeklerin

de ayni yéntemle Slgiim iglemlerine gegildi.
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Cekirdek DNAs: o6lcim iglemleri Feulgen boyasinin solmaya
baslayip, hesaplamanin gtvenilirligini olumsuz yénde etkilemesine imkan

vermemek igin preparasyondan sonra 3-5 saat iginde tamamlandi.

2.3. istatistik Analiz

Elde edilen rakamlarin istatistik degerlendirmeleri Dizglnes (1975)'e

gbre yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Diploid Bireylerde DNA Miktan Olgiimieri

Olgumler igin kullanilan yedi farkh diploid bitkinin toplam ortalama
DNA miktan 9.05 + 0.49 pg olarak hesaplanmistir. Yedi bitkinin DNA
miktari 7.99 £ 0.87 pg (Ural-2) ila 9.75 + 0.80 pg (2C70-5) arasinda
degismektedir (Tablo 3.1).

En yuksek DNA miktarini temsil eden bitki (2C70-5) ile en dusuk
DNA miktarini temsil eden bitki (Ural-2) arasinda 1.76 pg lik bir fark
bulunmustur. Bu fark diploid bitkilerde DNA miktari varyasyonunun
varligini géstermektedir (t=9.41; P< 0.01). 2C70-5 kod numaral bitkide
minimum ve maksimum DNA miktari degerleri sirasiyla 8.20 pg ve 10.95

pg olup yedi bitki igerisinde en digtk varyasyona sahip bitkidir.

En fazla DNA miktar varyasyonu gésteren bitki ise LA7D ve H8 kod
numarasina sahip olandir. LA7D ortalama olarak 8.97 + 0.9 pg DNA
miktarina sahip olup; bu deger 6.41 pg ila .93 pg arasinda degigim
gbstermektedir (Tablo 3.1 ve $ekil 3.7.). H8 ise ortalama olarak 9.20 +
0.9 pg DNA miktarina sahiptir. H8 bitkisinin minimum DNA miktan 7.03 pg
iken, maksimum DNA miktan 10.67 pg dir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.4).
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Yedi bitkinin 5 tanesi 9 pg civarinda bir DNA miktarina sahiptir. Geri
kalan ikisinde yapilan dicimlerde ise (LA7D ve Ural-2) sirasiyla 8 ve 7 pg
civarlarinda degerler tesbit edilmigtir. Bu da diploid bitkilerdeki ¢ok yluksek

olmayan bir varyasyonun varligini géstermektedir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.1).

Diploid bitkilerin DNA miktari élgtimleri igin toplam 25X7=175 hucre
Gzerinde galigilmig olup, bu hicrelerin %3.42'si 6 pg; %17.14'G 7 pg;
%29.14'4 8 pg; %33.14'G 9 pg; %17.14G 10 pg civarinda degerlere

sahiptir.

2C70-5 kod numarali bitkide 6lcimU yapilan htcreler arasinda 6 ve
7 pg civarinda bir degere rastlanmamistir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.2 ). Bu
bitkide % 24 oraninda 8 pg civarinda; % 40 oraninda 9 pg civarinda; %36
oraninda 10 pg civarinda degerler gézlenmistir. Bu bitki yedi diploid bitki

icinde en ylksek oranda 10 pg civari DNA miktart élgimune rastlanan

bitkidir .

1178-B kod numarali bitkide 6 pg lik bir dedere hi¢ rastlanmamis
olup, bu bitkide % 12 oraninda 7 pg; % 24 oraninda 8 pg; % 44 oraninda
9 ve % 20 oraninda 10 pg civarinda DNA miktarlar tesbit edilmistir (Tablo
3.1 ve $ekil 3.3 ). 1178-B bitkisi % 44' Itk oranla 9 pg civari degerini yedi
diploid bitki icinde en ylksek oranda sergileyen bitkidir.

H8 bitkisinde 6 pg lik bir DNA miktar hi¢ gézienmezken, % 12' lik bir
7 pg civari degeri tesbit edilmigtir. %28' lik bir 8 pg civari dederini % 36' lik
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bir 9 pg ve %24' lUk bir 10 pg civari deg@eri takip etmektedir (Tablo 3.1 ve
Sekil 3.4 ). Bu bitki 2C70-5 bitkisi ile ayn1 oranda 9 pg civarli degeri

sergilemektedirler.

2C58-3 bitkisinde 6 pg' lik bir deger DNA miktari degeri gézlenmemis
olup, bu bitki % 12 oraninda 7 pg; % 28 oraninda 8 pg; %40 oraninda 9
pg ve % 20 oraninda 10 pg DNA miktan degerlerini sergilemigtir. Bu bitki
1178-B ve H8 bitkileriyle ayni oranda 7 pg civari de@erini ve H8 bitkisiyle
de 8 pg civarl degerini ayni oranda gostermektedir (Tablo 3.1 ve $ekil

3.5).

A18-C bitkisi 6 pg civarinda bir DNA miktari sergilemezken, %16
oraninda 7 pg civarinda; %32 oraninda 8 pg; % 32 oraninda 9 pg ve % 20
oraninda da 10 pg civarinda degerlere sahip oldugu tesbit edilmigtir. Bu
bitki 1178-B ve 2C58-3 bitkileriyle ayni oranda 10 pg civari degere
sahiptir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.6).

LA7D kod numarali bitkide % 4 gibi dusik bir oranda 6 pg civari
DNA miktari hesaplanmigtir. Ayni bitki de 7 pg civari degeri % 20
oraninda gorllurken, 8 pg civarindaki degerlere % 40 oraninda
rastlanmigtir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.7 ). Bu bitki A18-C bitkisi ile ayni
oranda 7 pg civarl degerine sahipfir. %40' Iik 8 pg civan orani yedi diploid
bitki icinde hesaplanmis en yuksek 8 pg civari oranidir. 2C58-3 bitkisi ile
ayni oranda olacak gekilde % 36' lik bir 9 pg civar degeri sergileyen LA7D

bitkisi, 10 pg civarinda bir DNA miktar: degeri sergilememistir.
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Ural-2 kod numaral: bitki diger bitkilere kiyasla en ylksek oranda 6
pg civari DNA miktarn sergileyen bitkidir (%20) (Tablo 3.1 ve Sekil 3.8 ).
Bu bitkide 7 pg civari % 48' lik bir orana sahip bulunmustur. Olgimu
yapilan diger diploid bitkilere kiyasla en ylksek 7 pg degeri orani bu
bitkide tesbit edilmigtir. Ural-2 bitkisinde hi¢ 10 pg civarinda bir degere
rastlanmazken, % 28 oraninda 8 pg ve % 4 gibi dustk bir oranda da 9 pg

civarinda degerlere rastlanmistir.
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Tablo 3.1.: P. media nin yedi diploid bitkisinde pg olarak ortalama (2C)
DNA miktartari. :

Hacre  15c70-5 |1178-B |Hs 2C58-3 |A18C |LA7D |Ural-2

8.20 7.21 7.03 7.44 7.38 6.41 6.60

8.31 7.51 7.48 7.76 7.67 7.60 6.60

8.91 7.84 7.57 7.90 7.70 7.77 6.72

8.91 8.75 8.11 8.05 7.93 7.80 6.92

8.91 8.88 8.48 8.29 8.07 7.88 6.98

8.92 8.92 8.66 8.46 8.37 7.90 7.03

9.43 8.93 8.67 8.64 8.59 8.33 7.10

9.67 8.93 8.85 8.68 8.60 8.33 7.41

8.70 8.97 8.85 8.88 8.68 8.34 7.41

9.74 S.01 8.85 8.93 8.87 8.64 7.54

8.80 9.08 9.03 9.00 8.90 8.64 7.65

0.88 S.11 9.39 9.03 8.97 8.79 7.72

9.92 9.20 9.48 9.05 9.00 8.88 7.74

9.93 9.24 9.48 9.20 8.19 8.88 7.87

9.98 9.38 9.78 9.46 9.38 8.97 7.96

10.02 19.46 9.80 9.46 9.49 9.07 7.98

10.08 }9.72 9.84 9.47 0.64 9.09 8.27

10.22 {9.98 9.93 9.88 9.74 9.13 8.36

10.23  19.99 10.00 19.93 19.92 9.24 8.69

10.30  [10.11  ]10.02 [10.02 110.10 |9.24 8.69

1046 110.36 110.02 {10.05 |10.19 |9.67 8.85

10.52 [10.38 [10.21 11020 1046 |9.84 8.85

10.95 [10.68 ]10.38 [10.78 110.65 |9.90 8.92

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15 9.96 9.30 9.65 9.46 9.28 8.94 7.92
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

10.95 110.82 11067 [10.93 ]10.82 ]9.93 9.36

Ortalama| 9.75 9.27 9.20 9.15 9.02 8.97 7.99
A=
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Sekil 3.1..Yedi P. media diploid bitkisinde (2C) DNA miktarlarinin

yigiimini gésteren histogram.
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Hucre sayisi
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Sekil 3.2.: 2C70-2 kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini

gdsteren histogram.
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1178-B kod numarah diploid bitkide (2C) DNA miktarini

Sekil 3.3

gdsteren histogram.
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Sekil 3.4.: H8 Kod numarali diploid bitkide 2C DNA miktarini gbsteren

histogram
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Sekil 3.5.: 2C58-3 kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini
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Hucre sayisi
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.

DNA miktar
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Sekil 3.6.: A18C kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gésteren

histogram.
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Htcre sayisi

DNA miktan
(pg)

Sekil 3.7.: LA7D kod numaral diploid bitkide (2C) DNA miktarini gdsteren

histogram.
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Hucre sayisi

DNA miktarn

(pg)

Sekil 3.8.: Ural-2 kod numarali diploid bitkide (2C) DNA miktarini gésteren

histogram.
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3.2. Ototetraploid Bitkilerde DNA Miktan Olgiimleri

Cekirdek DNA miktar1 olgcumleri 7 ototetraploid bitki UGzerinde
yaplimis ve ortalama DNA miktan bu sitotip igin 15.57 +0.27 pg olarak

hesaplanmigtir.

Ototetraploidlerin 15.57 pg' lik ortalama DNA miktari, diploid sitotipin
DNA miktari ile kargilastirildiginda, kromozom sayistinin ototetraploidlerde
iki kat olmasi sebebiyle, teorik olarak beklenen 1:2 (9.05:18.10) oranindan
oldukga duguktur. Beklenen 18.10 pg degerinin yerine, 15.57 pg de@erinin
gézlenmesiyle Ototeraploidlerin diploid atalarindan 2.0 kat degil, 1.72 kat

daha fazla DNA miktarina sahip olduklari ortaya konmustur.

Yedi bitkinin ortalama DNA miktarlari 15.20 + 1.0 pg (LA7-11-A) ila
16.03 + 0.7 pg (Hg) arasinda degigsmektedir (Tablo 3.2). En ytksek ve en
distk DNA miktarlarini temsil eden bu iki bitki arasinda 0.83 pg' lik bir
fark bulunmustur. Diploid bitkilerde ise bu degerin 1.76 olarak bulunmas:
Ototetraploidlerdeki DNA miktar1 varyasyonunun daha dustk oldugunu

gbstermektedir.

Yedi ototetraploid bitki iginde en dusik DNA miktar varyasyonuna
sahip olan Hg kod numarah bitkidir (16.03 + 0.7). Bu bitkideki DNA
miktarlari 25 hiicre arasinda maksimum olarak 17.42 pg, minimum olarak

ise 14.90 pg olarak tesbit edilmigtir (Tablo 3.2. ve Sekil 3.10.).
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Diger bitkiler (FO4X-1, FO4X-2, A14, A18-12-A, H16, LA7-11-A) ise
yaklasik olarak ayni seviyede bir varyasyona sahip bulunmustur. Bunlarin
DNA miktan degerleri sirasiyla 15.79 £ 1.1; 15.69 +1.0; 15.56 + 1.0; 15.46
+1.0; 15.23 £ 1.0; 15.20 £ 1.0 pg olarak tesbit edilmigtir (Tablo 3.2).

Ototetraploid bitkilerde toplam 25X7=175 hicrenin DNA miktari
élcimu yapilmig olup, bu htcrelerin %8.57'sinin 13; %26.28'inin 14;
%32.57'sinin 15; %25.14'UnGn 16; % 7. 42'sinin 17 pg civarinda DNA
miktarlar sergiledigi tesbit edilmigtir (Tablo 3.2, ve Sekil 3.9.) .

Hg kod numarali bitkinin Sigim yapilan higbir hticresinde 13 pg
civari DNA miktan degerine rastlaniimamis olup, 14 pg civari degeri ise
%12' lik bir rastlanma sikligina sahiptir ve bu de@er ototetraploidier
arasinda en distk oranda bu bitkide sergilenmigtir. Hg kod numarali
bitkide 15 pg civarl dederi % 44 oraninda géruldrken; 16 pg ve 17 pg
civari deQerleri sirasiyla % 28 ve % 16' lik bir siklikla kendini gdstermistir.
Bu bitki %44' 1tk 15 pg civart degerini yedi ototetraploid bitki icinde en
ylksek oranda gdsteren bitki olarak tesbit edilmistir (Tablo 3.2. ve $ekil

3.10.).

FO4X-1 bitkisi esit yuzdelerde (%32) 14 ve 15 pg civari DNA miktart
sergilerken, 16 ve 17 pg degeri ise sirasiyla %24 ve %12 oraninda tesbit

edilmistir (Tablo 3.2. ve $ekil 3.11.).
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FO4X-2 bitkisi htcrelerinin sadece %8 gibi kaguk bir oram 13 pg
civarinda DNA miktarina sahipken, hlcrelerin %20’ si 14 pg civarindadir.
Bu bitkide 15 ve 16 pg civar degeri esit oranlarda tesbit edilmistir (%32).
15 pg lik deger bu bitkide FO4X-1 bitkisinde de ayni oranda. tesbit
edilmigtir. Diger ototetraploid bitkilerle kiyaslandiginda en ytksek 16 pg
civan degerleri % 32' lik oranla bu bitkide gértulmugtur. FO4X-2 bitkisi
hacrelerinin sadece %8' lik bir kismi ise 17 pg degeri géstermistir (Tablo

3.2 ve Sekil 3.12).

DNA miktart élgima gergeklestirilen A14 kod numarali bitkinin 25
hicresinin % 8'i 13 pg , % 24'G 14 pg, %36' s1 15 pg, %28'i 16 pg ve % 4'
U 17 pg civarinda DNA miktari sergilemistir (Tablo 3.2 ve Sekil 3.13 ). Bu
bitkide FO4X-2 bitkisiyle ayni oranlarda 13 pg degeri rastlanma siklid
goéralmastar. %36' ik bir 15 pg civan rastlanma sikligi sergileyen A14
bitkisi bu haliyle Hg bitkisinden sonra ikinci derecede en ylksek siklikia
bu degeri sergileyen bitki olmustur. Dider taraftan, % 0 oraninda 17 pg
civari DNA miktari deeri gésteren H16 ve LA7-11-A dan sonra en dusuk
17 pg civari % 4 oraninda bu bitkide tesbit edilmistir.

A18-12-A kod numarali bitkide 13 pg civari degerleri % 12 oraninda,
14 pg civar degerleri % 28 oraninda, 15 pg civari degerleri % 32 oraninda
bulunmustur. Bu bitki de % 16 oraninda da 16 pg civarinda degerlerlere
rastlanmig olup, geri kalan hucreler ise (%12) 17 civarinda bir deger

gbstermektedir (Tablo 3.2 ve $ekil 14 ). Bu bitkide FO4X-1 bitkisi ile



benzer oranlarda 17 (%12) ve 15 (%32) pg civart DNA miktarina

rastlanmistir.

H16 bitkisi hlcreleri %16 oraninda 13 pg civarinda bir DNA miktari
gostermistir. %36 oraninda 14 pg civarinda degerler gésteren bu bitkide
15 pg' lik de@erlerin orani ise, 24 dir. %36 lik bir rastianma sikligi ile 14
pg civari degeri en yUksek oranda H16 bitkisinde tesbit edilmigtir. Bu
bitkide 6lgimUu yapilan hicrelerin hig birinde 17 pg civarinda bir degere
rastlanmamisg olup, % 24 oraninda16 pg civari degerleri gézlenmistir

(Tablo 3.2 ve Sekil 3.15).

LA7 -11-A kod numarali bitki H 16 ile ayni oranda (%16) 13 pg civari
degeri sergilemis olup, % 32' lik bir 14 pg civari dederine sahiptir. Bu
bitkide 14 pg civan degeri orani FO4X-1 bitkisiyle, 13 pg civari degeri ise
H16 bitkisiyle ayni oranlardadir. LA7-11-A, 17 pg civarindaki degerleri
Uzerinde 6igum yapilan higbir hiicresinde gdstermezken, % 28 oraninda
15 pg civari degeri ve %24 oraninda da 16 pg civar degerleri sergilemistir
(Tablo 3.2 ve Sekil 3.16 ). Bu bitki FO4X-1 ve H16 ile ayni oranlarda 16
pg DNA miktar: degerleri gostermistir.



45

Tablo 3.2.: P. media' nin yedi ototetraploid bitkisinde pg olarak ortalama

(4C) DNA miktarlar
Hlcre Hg FO4X-1 [FO4X-2 |A14 A18-12 -|H16 LA7-11-
A A

No

1 14.90 [14.22 13.60 113.87 [13.67 13.35 113.47
2 14.91 |14.98 13.60 13.98 |13.77 13.45 |13.51
3 14.93 |14.22 14.02 14.22 113.84 13.74 |13.60
4 15.54 |14.22 14.09 14.39 |14.84 13.99 |13.79
5 15.59 |14.39 14.61 14.55 |14.96 14.30 |14.19
6 15.70 |14.55 14.66 14.65 [14.44 14.47 |14.31
7 15.75 }14.55 14.83 1455 |14.81 14.59 ]14.38
8 15.82 |14.56 15.14 (1422 [14.82 14.69 |14.38
9 15.87 |15.54 15.29 15.22 |[14.82 14.69 [14.53
10 15.87 |15.56 15.67 15.54 |14.82 14.74 |14.75
11 15.90 [15.73 15.83 15.56 |15.02 14.80 [14.79
12 15.92 |15.73 15.87 15.70 |15.19 14.89 |14.97
13 15.92 [15.75 15.88 15.73 |15.19 14.98 [15.56
14 15.96 |15.89 15.90 15.73 |15.65 15.31 115.56
15 16.37 |15.89 15.90 15.75 |15.66 15.33 ]15.60
16 16.41 [15.99 16.19 15.89 [15.74 15.43 115.72
17 16.63 |16.22 16.25 15.89 |15.92 15.69 |15.79
18 16.64 |16.40 16.55 16.07 |15.92 15.89 |15.80
19 16.70 |16.87 16.56 [16.22 [16.10 15.98 [15.90
20 16.81 |16.88 16.60 16.40 |16.13 16.45 |16.45
21 16.87 |16.90 16.71 16.87 [16.29 16.69 |16.49
22 17.01 [16.92 16.80 |16.88 (16.47 16.77 |16.49
23 17.30 |17.60 16.80 16.90 [17.38 16.79 ]16.64
24 17.38 |17.61 17.00 116.92 [17.57 16.89 |16.64
25 17.42 117.67 17.02 17.60 }17.57 16.99 |16.93
Ortalama|16.03 |15.79 15.69 15.61 |15.46 15.23 ]15.20

X=
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Sekil 3.9.: Yedi ototetraploid P. media bitkisinde (4C) DNA miktarnini

gOsteren histogram.
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Hucre sayisi
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DNA miktar
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Sekil 3.10.: Hg kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarin
gdsteren histogram.
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Hucre sayisi
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Sekil 3.11.;: FO4X-1 kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

" gbsteren histogram.
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Sekil 3.12.: FO4X-2 kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini
gbsteren histogram.
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Sekil 3.13.: A14 kod numarali ototetraploid
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Hucre sayisi
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Sekil 3.14.: A18-12A kod numaral ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini
gOsteren histogram.
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Hacre sayisi
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Sekil 3.15.: H16 kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

a0

gbsteren histogram.
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Sekil 3.16.: LA7-11A kod numarali ototetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gbsteren histogram.
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2.3. Kolsisinle indiiklenmis Tetraploid Bitkilerde DNA Miktan

Olgtimleri

Gekirdek DNA si1 dlgimleri kolgisinle indUklenmis 7 P.media
bitkisinde yapilmigtir. Yapay tetraploidierin ortalama DNA miktar1 18.23 +
0.27 olarak bulunmustur. Diploid bireylerin DNA miktari orani olan 9.05 pg
gdz 6nune alindiginda, teorik olarak yapay tetraploidlerde beklenen 9.05
x 2=18.10 pg degeri, gézlenen 18.23 pg dederinden yalnizca 0.13 pg' lik
bir fark arz etmektedir. Diger bir deyimle, yapay tetraploidlerin 18.23 pg
olan DNA miktari degeri, diploidlerin 9.05 pg olan DNA miktari degerinden
sadece 2.01 kat fazladir. Bu durum, diploid sitotipin DNA miktari olan 9.05
ile karsilagtinldiginda yapay tetraploidioidlerin kromozom sayilarinin
diploidlerin iki kati olmasi dolayisiyla teorik olarak beklenen 1:2

(9.05:18.23) oranina yakinhgin s6z konusu oldugunu géstermektedir.

Yedi bitkinin DNA miktari ortalamalari 17.87 £ 0.6 (C65) ila 18.67 +
0.7 (C70-3) arasinda de@ismektedir (Tablo 3.3 ). Bu en dugtk ve en
yuksek DNA miktarini temsil eden bitkiler arasinda 0.80 pg lik bir fark
bulunmustur. Bu fark diploidlerde 1.76 gibi nisbeten blylk bir rakam iken,
ototetraploidierde 0.83 dur ve yapay tetraploidlerinkine yakin bir degerdir.
Bu durum ototetraploidlerin DNA varyasyonunun diploidlerinkinden duguk

oldugunu gdstermektedir.

Yedi yapay tetraploid bitki arasinda en dusik DNA miktar
varyasyonu C58-3 (18.24 +0.5) ve C58-5 kod numarali bitkilerde (18.10 +
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0.5) géralmastar. Bu bitkilerden C58-3 de élgimQ yapilan 25 hicre iginde
en dustk DNA miktan 17.50 pg, en yuksek DNA degeri ise, 19.27 iken;
C58-5 de ayni de@erler en dusik 16.90 ve en ydksek 19.01 olarak

bulunmustur.

Ortalama DNA degerleri agisindan en ylksek ve en dusik degerlere
sahip bitkilerin disinda kalan yapay tetraploid bitkiler C70-2, C40, C58-3,
C58-5, C58-2 dir. Bunlar sirasiyla 18.48 + 0.7, 18.40 + 0.8, 18.24 + 0.5,
18.10 £ 0.5 ve 17.89 + 0.7 pg DNA degerlerine sahiptir (Tablo 3.3 ).

Uzerinde 6lgim yapilan toplam 25X7=175 yapay tetraploid P.media
kék ucu hticresinde % 6.85 oraninda 16 pg; % 33.14 oraninda 17 pg;
% 41.14 oraninda 18 pg ve % 18.85 oraninda da 19 pg civarinda DNA

miktari degerlerine rastlanmigtir (Tablo 3.3 ve Sekil 3.17 ).

En yiksek DNA miktarina sahip C70-3 bitkisinde 16 pg' lik DNA
miktarina sahip hi¢ bir hlcreye rastlanmamistir. Bu bitkide 17 pg civari
degeri %24’ Uk bir orana sahip iken, 18 pg ve 19 pg civari degerleri
siraslyla % 36 ve %40 lik oranlara sahiptirler. % 40' Iik bu 19 pg civar
degeri 7 bitki icinde en ylksek olarak C70-3 bitkisinde gértlmustar. (Tablo
3.3 ve Sekil 3.18)

C70-2 kod numarali bitkide 16 pg civari dederi %8, 17 pg civari
degeri C70-3 bitkisi ile benzer oranlarda olacak bir bicimde %24, 18 pg
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civan degeri %32 ve 19 pg civari degeri de %36 oraninda bulunmusgtur

(Tablo 3.3 ve Sekil 3.19 ).

C40 bitkisi hucreleri esit oranlarda (%36) 18 ve 19 pg degerlerini
sergilerken, 17 pg degerini % 28 oraninda sergilemistir. Bu bitkide16 pg
degerine hi¢ rastlanmistir (Tablo 3.3 ve $ekil 3.20).

C58-3 kod numaral bitkide 16 pg civari DNA miktari degeri hig
gézlenmezken, 18 ve 19 pg civari degerleri sirasiyla %44 ve % 16

rastlanma siklig1 géstermistir (Tablo 3.3 ve Sekil 3.21).

C58-5 bitkisi htcrelerinin sadece % 4 gibi kuglk bir orani 16 pg ve
19 pg civarinda DNA miktarlar sergilerken, 17 pg ve 18 pg civari
degerleri sirasiyla %40 ve %52 oranlarinda gérulmuastar. %52' lik bu 18 pg
degeri diger bitkilerle kiyaslandiginda en ylksek olarak C58-5 bitkisinde
gézlenmigtir. %40' ik 17 pg degeri ise bu bitki ve C58-3 bitkisinde esit
olarak bulunmus olup, bu ylizde dider yedi bitki icinde C65 kod numarali
bitkiden sonra (%44) 17 pg icin tesbit edilen en ylksek degerdir (Tablo
3.3 ve Sekil 3.22).

C58-2 bitkisinde 19 pg civari degeri gézlenmemig olup, 16 pg civari
degerini ise kolgisinle muamele edilmis diger bitkiler arasinda en ylUksek
oranda (%20) gosteren bitki olma 6zelligindedir. Ayrica %48' lik bir 18 pg
civarl deg@eriyle bu bitki C58-5 bitkisinden sonra (%52) ikinci en ytksek 18
pg degerini gésteren bitki konumundadir (Tablo 3.3 ve Sekil 3.23).
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C65 kod numarall bitkide19 pg civari dederine rastlanmamistir. Bu
bitki 16 pg civar1 degerini %16 ve yedi bitki igerisinde 17 pg civari deg@erini
en ylksek oranda (%44) sergileyen bitki olmustur. 18 pg civari degeri bu

bitkide %40 oranindadir (Tablo 3.3 ve Sekil 24. ).
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Tablo 3.3.:Kolsisinle induklenmis yedi tetraploid P. media bitkisinde pg
olarak ortalama (4C) DNA miktariari.

Hucre C70-3 |C70-2 |C40 C58-3 |C58-5 ([C58-2 |[C65
no

1 17.20 [16.80 17.10 ]17.50 16.90 16.49 16.8S
2 17.23 [16.98 17.14 [17.50 17.30 16.64 16.92
3 17.38 17.01 17.17 [17.59 17.42 16.73 16.92
4 17.65 17.22 17.37 |17.66 17.43 16.98 16.99
5 17.97 17.31 1745 |17.68 17.51 16.98 17.13
6 17.97 1756 |17.57 |17.77 17.57 17.30 17.22
7 18.04 [17.72 1761 [17.78 17.64 17.49 17.36
8 18.11 17.90 18.88 |17.82 17.65 17.57 17.48
9 18.31 18.07 18.01 (17.84 17.77 17.59 17.49
10 18.44 18.24 18.23 |17.90 17.82 17.60 17.63
11 18.50 [18.24 [18.29 {18.00 17.99 17.63 17.67
12 18.68 [18.25 18.30 |18.03 18.11 17.66 17.67
13 18.77 18.66 18.41 |18.09 18.13 17.98 17.68
14 18.80 [18.70 18.43 |18.21 18.18 i8.13 17.83
15 18.87 18.88 18.561 |18.37 18.29 18.33 17.98
16 19.27 18.91 18.69 [18.37 18.37 18.39 18.22
17 19.33 [19.45 19.10 }18.51 18.50 18.39 18.35
18 1949 [19.49 19.21 |18.58 18.55 18.39 18.37
19 1944 [19.49 19.27 |18.61 18.68 18.40 18.39
20 19.55 [19.51 19.27 |18.61 18.69 18.66 18.39
21 19.55 19.55 19.31 |18.88 18.74 18.67 18.53
22 19.56 |19.55 [19.37 [19.13 18.79 18.69 18.88
23 19.60 [19.57 19.40 [19.22 18.79 18.79 18.92
24 19.60 }19.57 19.41 [19.27 18.82 18.88 18.94
25 19.61 19.59 19.47 ]19.27 19.01 18.91 18.97
Ortalama | 18.67 18.48 18.40 [18.24 18.10 17.89 17.87
X=
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Hulcre sayisi

DNA miktar:

(Pg)

Sekil 3.17.: Kolsisinle indtklenmis yedi tetraploid P. media bitkisinde (4C)

DNA miktarlarini gésteren histogram.
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Hucre sayisi

DNA miktan

(P9)

Sekil 3.18.: C70-3 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA
miktarini gésteren histogram.
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DNA miktan
(pg)

C70-2 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA

Huicre sayisi
Sekil 3.19

miktarini gésteren histogram.
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Hucre sayisi

DNA miktan

(P9)

Sekil 3.20.: C40 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA miktarini
gdsteren histogram.
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Hucre sayisi
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Sekil 3.21.: C58-3 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA

miktarini gésteren histogram.
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Hucre sayisi

14F

DNA miktan
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Sekil 3.22.: C58-5 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA

miktarini gésteren histogram.
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Sekil 3.23. 258-2 kod numaral yapay tetraploid bitkide (4C) DNA

miktarint gisteren histogram.
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Hucre sayis!

DNA miktari

(p9)

Sekil 3.24.: C65 kod numarali yapay tetraploid bitkide (4C) DNA miktarini

gosteren histogram.
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4. SONUG, TARTISMA VE ONERILER

4.1. Sonug ve Tartisma

P.media Gzerinde daha dnce yapilan genetik galigmalar; kromozom
sayimi (Mc Cullagh, 1934; Sugiura, 1939; Rahn 1954; 1957; Van Dijk and
Van Delden, 1990; Van Dijk, 1991; Oner, 1993), kargilagtirmali karyotip
analizleri (Oner, 1993), karsilagtirmali mayotik ¢aligmalar (Rahn, 1954;
1957; Oner, 1993), kargilagtirmali Elektron Mikroskopik Synaptonemal
Kompleks analizleri (Oner, 1993) ve Southern Blotting teknigi ile yapilan

kargilagtirmali rDNA varyasyon galigsmalarini (Oner, 1993) icermektedir.

Bu galisma P.media Gizerinde yapilan ilk DNA miktari raporudur ve
bu turin farkhh ploidi (diplodi, ototetraploidi ve yapay tetraploidi)
dlizeylerinde kargilagtirmali ilk ¢alisma olma niteligindedir. Ayrica

Plantago cinsinde yapilan ilk DNA miktari galismasidir.

P. media poliploidlerinin ototetraploid tabiat arz ettii daha 6nceki
aragtirmalarda da rapor edilmistir (Van Dijk and Van Delden, 1990; Van
Dijk, 1991; Oner, 1993). Bu tez ototetraploid yapinin DNA miktari

acisindan ilk delillerini sergileme &zelligindedir.
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Diploid bitkilerde Gzerinde Slgim yapilan yedi bitkinin ortalama DNA
miktari 9.05 + 0.49 pg olarak bulunmustur. Bu bitkiler igerisinde en dusuk
DNA miktarini temsil eden bitki olan Ural-2 (7.99 + 0.87 pg) ile en yuksek
DNA miktarini temsil eden bitki 2C70-5 (S.75 + 0.80) arasindaki 1.76 pg lik
farka ve yedi bitkinin ortalama DNA miktarlarina bakildiginda iki bitki
LA7D ve Ural-2 in sirasiyla 8 ve 7 pg civarinda DNA miktarina sahip
olmalarina ragmen geri kalan bes bitkinin 9 pg civarinda bir dedere sahip
olmast, diploid bitkilerde gok yaygin olmasa da bir varyasyonun varligini

gostermektedir.

Diploid P. media bireyleri arasindaki benzer varyasyonlar, daha
6nce yapilan elektron mikroskop Synaptonemal Komplex ve rDNA

varyasyon analizlerinde de rapor edilmistir (Oner, 1993).

Ayni tur igindeki bireyler arasindaki DNA miktarn varyasyonlari
Trypanosoma cruzi' de de gézlenmigtir (Dvorak et al.,1982; Kooy et al.,
1989). Kooy et al. (1989) bu farklarin bireylerin uzun zaman énce genetik
olarak izole edilmelerinden kaynaklanabilece@ini ileri surmuastar.
Chronomus thummi'nin ayni kromozom sayisina sahip iki alt tar arasinda

da % 27 lik bir DNA miktar farki gézlenmigtir (Keyl, 1966).

Ayni ture ait bireylerin farkli doku hicreleri arasinda dahi DNA
miktan farkliliklar rapor edilmistir. Hayvanlardan Enchytraeidae turlerinde

bu durum gézlenmistir (Christensen, 1966).
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Diger bazi bitki ve hayvan gruplarinda DNA miktarinin kromozom
sayisindan bagimsiz oldudu agiklanmistir. Bazi akraba Angiospermlerdeki
(Sparrow and Miksche, 1961; Martin and Shanks, 1966; Rees et al., 1966;
Jones and Rees, 1968) ve Gymniospermlerdeki (Miksche, 1967) DNA

miktari farkhliklart rapor edilmistir.

Jones and Rees, (1968) Allium Uzerine yaptiklan ¢aligmalardan

sonra su genellemelere varmigtir:

i-Kromozom sayisi ve DNA miktari birbirinden bagimsiz

olabilmektedir.

ii-Temel kromozom sayisi DNA miktar igin guvenilir bir rehber

degildir.

iii-Diploidler arasindaki DNA miktari farkliliklari, poliploididen

kaynaklanan miktar kadar btiydk olabilmektedir.

P. media ototeraploidleri ve diploidlerinin DNA miktar
kargilagtinldiginda, kromozom sayisi diploidlerin iki kati olan
ototetraploidlerin beklenen 1:2 oraninda (9.05:18.10) DNA miktan
sergilemedikleri dikkati gekmektedir. Sonug olarak; gézlenen deger olan
156.57 pg, ototetraploidlerin diploid atalarindan 2.0 kat degil, 1.72 kat DNA

miktarina sahip olduklarini géstermektedir.
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Daha d6nce yapilan P. media Synaptonemal Komplex
caligmalarindan anlasiimistir ki, toplam haploid axial element uzunlugu
diploidierde ototetraploidlerden daha uzundur (Oner, 1993). Buna ek
olarak, bu bitki Gzerinde yapilan kiazma frekansi ¢aligmalart da
gostermigtir ki, ototetraploidler diploidlere kiyasla 2.0 kat degil, 1.60 kat;
kontrol grubu olarak kullanilan yapay tetraploidler de ototetraploidlerden
1.20 kat daha ylksek bir kiazma frekansi sergilemektedirler (Oner, 1993).
Bu sonuglar, bu tezde sunulan Ug¢ ploidi seviyesinin DNA miktari
sonuglarina benzerlik arz etmektedir. Bu durum, P. media’' da seleksiyon
mekanizmasinin kiazma ve DNA miktarlarinda azalma yéninde isledigini
gostermektedir. Bu sonugtan, DNA miktan azaldigi igin kiazma frekans:
dusgmustir sonucuna varmak igin eldeki bilgiler yeterli degildir. Ancak
kiazma frekansinin dasaklagu, DNA da bir takim farklilagsma yollarina

gidildigi anlamina gelmektedir.

Ototetraploidlerde ortalama DNA miktari farklarina bakildiginda en
dustuk 15.20 £ 1.0 pg (LA7-11A) ile en yuksek 16.03 + 0.7 pg (Hg)
degerleri gézlenmistir. Bu iki deJer arasindaki fark 0.83 pg dir. Diploidiler
arasindaki 1.76 pg' lik bir farkin gézlemlenmesi ve ototetraploidierde yedi
bitki icerisinde yalnizca Hg kod numarali bitki htcrelerinin, DNA miktari
olarak, diger bitkilerin hticrelerine nisbeten dlstk bir varyasyon arz
etmesi, ototetraploidlerdeki varyasyonun diploidlere kiyasla daha dasuk

oldugunu gdstermektedir.
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Daha énce P. media da yapilan Synaptonemal Komplex analizleri de
diploidlerin ototetraploidlere gére daha fazla axial element uzunlugu
varyasyonu goésterdiklerini ortaya koymustur (Oner,1993). Benzer olayin
DNA miktarlari igcin de gecerli olmasi, tetraploid P. media larin
ototetraploid orijinli olduklarina bir delil teskil etmektedir ve bu durumda
genomik varyasyon diploidlerde beklenen bir ézelliktir. Canku, poliploid
populasyonlar tek poliploid bireyden meydana gelir ve diploid poptlasyon
icinde indirgenmemis gametlerin UrGntdurler. Diploid bireyler ise, tek
diploid bireylerden orijin almadiklarindan, genomik olarak daha

degiskendirler.

Betula papyriferada da kromozom sayist DNA miktarindan
bagimsizlik arz etmektedir. Bu tirin 42 ve 84 kromozomlu bireyleri
arasinda teorik olarak beklenen 1:2 orani yerine 1:1.58 orani
gbézlemlenmistir (Grant, 1969). Aragtirict bunu poliploidinin yerlesebilmesi

icin gerekli bir adaptasyon olarak agiklamigtir.

Kontrol grubu olarak kullanilan yapay tetraploid P. media’ larin DNA
miktar diploidlerin ve ototetraploidierin DNA miktari ile kiyaslanmigtir.
Sonug olarak, yapay tetraploidlerdeki 18.10 pg lik DNA miktarinin
kendilerinden teorik olarak beklenen 18.23 pg lik DNA miktarina gok yakin
bir deger arz ettigi géralmustar. ototetraploidierde ise bu miktar 15.57 pg
olarak bulunmustur. Bu durum P. media’ da ototetraploid bireylerde
poliploidinin ilk ortaya ¢ikisindan gunimize kadar bir DNA miktan

kaybinin séz konusu oldugunu géstermektedir.
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Yapay tetraploid P. medialarin kendi igindeki DNA miktan
varyasyonu ototetraploidlerin varyasyonuna yakin  bulunmustur.
Diploidlerde ise bu rakam nisbeten daha yilksektir. Bunun anlami;
ototetraploidlerin ilk ortaya ¢ikisindan gunimuze kadar kendi iglerinde bir
DNA miktari azalmasi! meydana gelirken, bu azalmadaki varyasyon diugtk

tutulmustur.

Aragtirmada kullanilan teknidin oldukga hassas olmasi itibariyla,
gézienen degerlerdeki DNA miktari farkliliklarinin gok az bir ihtimal de
olsa, beliri bir dereceye kadar teknik muameleden de

kaynaklanabilecegini g6z éntinde bulundurmak gerekmektedir.

Ototetraploid- diploid DNA miktari farkinin yapay tetraploidlerinkine
yakin g¢ikmamasi Levin (1983) nin, ototetraploidlerin tutunabilmek
amactyla sitogenetik ve molekuler olarak bir degisiklik yoluna gitmeye

meyilleri oldugu gértisun( desteklemektedir.

DNA miktarinin yliksek ¢ikmasi, o DNA nin sekans spesifik genler
tasidi§i anlamina gelmemektedir. Omedin; Drosophiladan 100 kat daha
fazla DNA si olan bir Salamanderde DNA nin ¢ogu kodlama ve
dizenleme ile gérevli degildir. Stebbins (1964; 1966) DNA miktarinin
tartn adaptif bir karakteristigi oldugu gértstindedir ve 6ldurtci olmayan
mutasyonlarla DNA miktarinin turler iginde ve arasinda farklilhk

yaratabilecegini belirtmistir.
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DNA miktari ile ilgili diger sonuglar da farkl arastirmacilardan
gelmigtir. Cavalier-Smith (1983) ve Ciccioli and Poggio (1993) DNA
miktari ile gekirdek hacmi arasinda bir pozitif koreleasyon gézlemiemistir.
DNA miktari ile mitotik (Hoff and Sporrow, 1963; Gall, 1981; Chooi, 1970)
ve mayotik (Davies and Rees, 1975; Bennet and Smith, 1972; John and
Miklos, 1988) bdluinme slre uzunluklari negatif koreleasyonlar arz
etmektedir. Buradan da anlagiimaktadir ki, DNA miktari metabolik
basamaklar etkilemektedir. Hlcre gelisimi ve genom 6iglsu arasinda da
negatif bir koreleasyon oldugu ortaya konmustur (Hoff and Sporrow, 1963;
Bennet, 1971; 1973; Hof, 1975). DNA miktari Bugdaya gére %33 daha
fazla olan Cavdarin hicre gelisiminin daha yavas oldugu (Bennet, 1973)
ve bu iki bitkinin sadece DNA miktarinda degil, igerdikleri heterokromatin
miktan agisindan da DNA miktariyla pozitif bir koreleasyon arz ettigi C-
bandlama tekniklerinde gésterilmigtir (Sigh and Rébbelen, 1975; Bennet,
1971 ve 1973).

Cesitli aragtiricilar Genomik DNA miktarlarinin beklenen degerlerden

farkli gitkmasini bazi sebeblere baglamaktadirlar:
i- Genetik farkliliklarin mevcut olmasina (Ciccioli and Poggio, 1993),

i~ Hacrelerin kendi cevresel faktorleriyle farkh iligkiler iginde

olmasina (Bennet , 1987).
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iii- Bir kromozom re- aranjesini takiben, genlerde kendini ifade etme
farkliliklarimin  meydana gelmesine (Ciccioli and Poggio, 1993)

baglamaktadirlar.

Yuksek bitkilerdeki DNA miktar farkhliklarini agiklayabilecek bazi
mekanizmalar ileri surtlmustar. Bunlarin arasinda dublikasyonlar (Wilson
and Sparrow, 1960); differansiyel politeni (Rothfels and Heimberger,
1968); Kriptopoliploidi (Sparrow and Nauman, 1973); fuzyon (Jones,
1974), saltatory replikasyon (Flavell et al., 1974) sayilabilir. Lewis (1980b)
ayni ploidi duzeyindeki DNA farkliliklart séz konusu oldugunda
dublikasyonun ya da delesyonun igin iginde olabilecegini ve bu durumda
genomik degisimin hangi yéne dogru gidecegine dair bir kural olmadigini

aciklamstir.

Ferris and Whitt (1977) Catastomid ler Uzerinde vyaptiklari
arastirmalarda, poliploidi vasitasiyla DNA artigini takiben, fazla genlerde,
bireyin adaptasyonunu saglamak amaciyla, kendilerini ifade etme
yénlnde bir azalma yoluna gittikleri ve daha sonraki uzun periyodlarda
ifade edilemeyen genlerin fiziksel olarak eliminasyonunun s6éz konusu
olacadini ileri sGrmuglerdir. Bu post poliploid genomik degdisime *
Diploidizasyon" adi veriimektedir. Bu noktaya baska arastiricilarda
deginmektedir (Nel, 1969; Ohno, 1970; 1973). Ancak bu mekanizmanin

tam olarak nasil igledigi hentz bilinmemektedir.
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4.2. Oneriler

Ototeraploid P. media nin basari saglamak amaciyla DNA miktarinda
meydana getirdi§i azalmanin hangi mekanizma vasitasiyla yerine
getirildigi yolundaki sorulara daha kesin agiklamalar getirmek igin ilerideki
calismalarda iki ploidi seviyesinin; aminlUasit sekans analizleri, C-
kromozom bandlama teknikleri, ribozomal- kloroplast -mitokondri DNA

kopye sayilarinin kargilastirmali olarak ele alinmasi énerilmektedir.

Bitki 1slahi Gzerine yapilan son arastirmalarda tetraploid formlarin
verim ve kalite bakimindan daha Ustin ve ekonomik oldugu gézlenmigtir.
Bu itibarla, ototetraploidlerden bitki islahinda ve yetistiriciliginde gelecek

icin 6nemli sonuglar alinabilecegdi sdylenebilir.
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