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OZET

Bu calismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Onobrychis cinsi Onobrychis
seksiyonuna ait 7 endemik korunga (O. beata, O. cilicica, O. fallax, O. pisidica, O.
podperae, O.sulphurea ve O. lasistanica) tiiri iizerinde ezme preparat yOontemi
kullanilarak karyolojik caligmalar yapilmistir. Kok u¢larinin boyanmasinda, feulgen ve
hematoxylin-iron boyalar1 kullamilmistir. G6zlem yapilan tiirlerin bir tanesinde (O.
lasistanica) ploidi seviyesi tetraploid (2n=28), digerlerinde ise diploid (2n=14) olarak
belirlenmistir. Temel kromozom sayisi ise incelenen tiim tiirlerde x=7 olarak tespit
edilmistir. Bununla birlikte, kromozomlar sentromer pozisyonlarma goére median’dan
submedian’a kadar degismistir. G6zlem yapilan kromozom 6zelliklerinden elde edilen
veriler hiyerarsik kiimeleme analizi yapilarak tiirler arasindaki akrabalik iliskileri
belirlenmistir. Bu analize gore tiirler 3 grup altinda toplanmistir. Birinci grupta O.
fallax, O. sulphurea, O. beata ve O. lasistanica tiirleri, ikinci grupta sadece O. cilicica

tiirli ve {igiincii gruptada O. pisidica ve O. podperae tiirleri yer almistir.

Anahtar Kelimeler: Onobrychis, kromozom, karyotip, ideogram
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SUMMARY

In this study, karyological studies were performed with squash preparation
method in seven different endemic Onobrychis species (O. beata, O. cilicica, O. fallax,
O. pisidica, O. podperae, O.sulphurea ve O. lasistanica) belonging to Onobrychis
section naturally grown in Turkey. Feulgen and hematoxylin-iron were used in the
staining of the root tip. While ploidy level of O. lasistanica was tetraploid (2n=28),
ploidy level of the other species were diploid (2n=14). Basic chromosome numbers of
the investigated species were determined in x=7. However, chromosomes showed
differences from median to submedian according to centromer position. Based on data
obtained from chromosome characteristics, hierarchical grouping analysis was
performed to determine the relationship among species. According to this analysis,
Onobrychis species were grouped with three groups. In the first of these three groups
consisted of O. fallax, O. sulphurea, O. beata and O. lasistanica and second group
included only O. cilicica and third group included two Onobrychis species (O. pisidica
and O. podperae).

Keywords: Onobrychis, chromosome, karyotype, ideogram
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1.GiRiS

Insanoglunun dengeli beslenmesinde hayvansal gidalar dzel bir yere sahiptir.
Hayvansal tiriinlerin hammaddesini ise kaba yemler olusturmaktadir. Cayir ve mera
alanlar1 6nemli kaba yem kaynagi olmakla birlikte gilinlimiizde ihtiyaca cevap
veremedigi i¢in tarim alanlarindan kaba yem iretim amaciyla yem bitkileri
yetistiriciliginin 6nemi giderek artmis ve mevcut durumda artmaya devam edecektir
(Budak, 2013). Yine bozulan meralarin 1slahinda yem bitkileri tohumlar1 kullanilarak
yeniden bitkilendirme veya {istten tohumlama c¢aligmalary, gliniimiiziin yaygin
uygulamalar1 arasindadir. Bu nedenle yem bitkilerine olan ilgi her gecen giin
artmaktadir. Yem bitkilerinde basarinin surr1 yetistirilecegi yerin ekolojisine uygun

tiirlerin ve bu tiirlere ait iistiin verimli ¢esitlerin gelistirilmesinde gizlidir.

Ulkemiz 6nemli bir hayvan varhigma sahip olmasina ragmen hayvan basina
verimliligin diisiikliigli nedeniyle zaman zaman i¢ talebi bile karsilamada yeterli
olamamaktadir. Bu durumun en 6nemli nedeni hayvan beslemedeki yetersizlik olup
bunun da ana nedeni kaliteli kaba yem agidir. Nitekim son yillarda yapilan
degerlendirmelerde iilkemizde 16 milyon ton (Kog et al., 2012) ile 20 milyon ton (Ispirli
vd., 2013) arasinda kaba yem ag¢igindan bahsedilmektedir. Bu agigm kapatilmasinda
yem bitkileri ekim alanlarmin artirilmasmin yani sira, birim alandan verimin artirilmasi

ve farkl ekolojilere uygun yeni ¢esitlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Korunga (Omnobrychis viciifolia Scop. Syn., Onobrychis sativa Lam.)
Angiospermae (kapali tohumlular)’mn Dicotyledonae (iki ¢enekliler) smifi, Rosales
takiminin Leguminosae (baklagiller) familyasinin Papilionoidae alt familyasi iginde yer
almaktadir (Yiiksek vd., 2002). Kirag kosullarda basariyla yetistirilebilen ¢ok yillik bir
yem bitkisidir. Ayrica tek yillik tiirleri de olan korunga, bicilerek veya otlatilarak da
degerlendirilebilen énemli bir yem bitkisidir. Ulkemizde nadas alanlarmin daraltilmas:
amaciyla basariyla yetistirilebilecegi yapilan calismalar ile ortaya konulmustur
(Ozdemir, 1993; Tosun et al., 1996). Korunga bitkisinin 8-20 yil aras1 émrii oldugu
ifade edilse de iilkemizdeki ekonomik 6mrii 5-6 yil kadardir (Manga vd., 1995). Sulu ve



kuru kosullara gore degismekle birlikte kuru ot verimi yilda ortalama 650-850 kg/da,
tohum verimi 60-65 kg/da kadardir (Erkovan ve Tan, 2009). Otundaki ham yag ve ham
protein orani yiiksek olup ayrica toprak istegi yoniinden secici olmayan, kirecli, tasl,
verimsiz ve su yetersizligi olan topraklarin degerlendirilmesi agisindan énemli bir yem
bitkisidir. Derin kok yapis1 ve azot baglama ozelligi sayesinde topragi iyilestirici
ozelligi de bulunmaktadir (A¢ikgdz, 2001; Altin vd., 2005; Avcer vd., 2010; Elgi, 2005;
Serin ve Tan, 2001). Ornegin Rusya’da 2. Diinya Savasi’nda bombalanmis olan
alanlarin 1slahinda korunga kullanilmistir (Soya vd., 2004). Ancak korungada cesit
sayisinin azligi ve Ozellikle mevcut c¢esitlerin korunga kok kurduna (Bambaecia
scopiger ve Sphenoptera carceli) dayanikli olmayis1 nedeniyle korunganin ekonomik
omrii 3 yila kadar inmistir ve bu nedenle yeni gesit 1slah1 yapilmasi oncelik olarak

goziikmektedir (Biiyiikbure vd., 1991).

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi yem bitkileri 1slahinda da yabani bitkileri
onemli bir yere sahiptir. Zira asirlar siiren dogal seleksiyondan gegen bu bitkiler
olumsuz c¢evre sartlarina, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karst daha
dayaniklidirlar. Yabani korunga tiirleri; Akdeniz Bolgesi, Katkasya ve Zagros Daglar1
hatt1 arasinda yayilis gostermektedir. Diinyada Korunga (Onobrychis) cinsine ait
yaklagik 170, iilkemizde ise 55 tiir bulunmaktadir ve bunlarm 28 tanesi endemiktir

(Hedge, 1970; Aktoklu, 1995; Avci et al., 2013).

Bu yabani tiirler lizerinde yapilacak sitolojik ve sitotaksonomik caligmalar, 1slah
calismalar1 agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Kromozom 6zelliklerine gore belirlenen
filogenetik iliskiler sonucu melezleme potansiyelinin belirlenmesi ve bu sayede yabani
tiirlerin istenen Ozelliklerinin kiiltiir formlarma aktarilarak yeni ¢esitlerin gelistirilmesi
miimkiindiir. Nitekim birgok kiiltiir formuna yabani formlardan gen aktarilmasi yoluyla,

karsilagilan sorunlarin listesinden gelinebilmistir (El¢i ve Sancak, 2009).

Sitolojik caligmalarda bitkiler ilizerinde uygulanan temel yOntemler mitoz
boliinmenin metafaz evresi swrasinda kromozom yapisini ve genellikle sayisini
incelemeye dayanmaktadir. Kromozom sayist ve satelitler {izerinde dogru goézlem

yapildiginda elde edilen bulgular islah c¢aligmalarinda oldukca faydali olmaktadir.



Sitolojik caligmalarda karyotip (mitotik metafaz evresindeki kromozomlarin
goriiniigii) 6nemli bir yere sahiptir. Bir karyotipin ortaya ¢ikarilabilmesi i¢in yapilacak
gozlemlerle bes farkli karakterin karsilastirilmas: gerekmektedir. Bu karakterler;
kromozom biiytikliikleri, sentromer pozisyonu, kromozomlarin nispi boylari, temel
kromozom sayis1 ve satelit pozisyonu ile sayisindaki farkliliklardan olusmaktadir
(Stebbins, 1971). Ayrica kisa ve uzun kol oranlarinin karsilastirilmasi da genotipler

arasindaki varyasyonlarin belirlenmesinde yardimc1 olmaktadir (Plummer et al., 2003).

Bu calismada; Onobrychis cinsi Onobrychis seksiyonunda bulunan 7 endemik
korunga tiirtiniin (Onobrychis pisidica Boiss., Onobrychis sulphurea Boiss. & Bal. var.
sulphurea C. Koch Tvzel, Onobrychis fallax Freyn & Sint. ex Freyn var. longifolia
Aktoklu var. Nov., Onobrychis podporea Sirj., Onobrychis cilicica Kit Tan & Sorger,
Onobrychis beata Sirj., Onobrychis lasistanica Sirj.,) karyotip analizlerinin yapilmasi
ve ideogramlarmnin olusturulmasi planlanmistir. Filogenetik agidan tiirlerin birbirine
olan yakinliklar1 belirlenerek, tiir {izerinde yapilacak olan 1slah ¢aligmalarna katki

saglanmaya calisilmistir.



2. ONOBRYCHIS CiNSININ GENEL OZELLIiKLERI VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Onobrychis Cinsinin Genel Ozellikleri

Aktoklu'ya (1995) gore, Onobrychis cinsi, tek yillik ya da ¢ok yillik otsu
bitkilerden olugsmasina ragmen bazi dikenli ¢ali formlar1 da mevcuttur. Alt kisimlarda
odunlasmis ya da kalinlasmis yapida olan govde, tiyli veya tiiysiiz sekilde
goriilebilmektedir. Serbest veya bilesik yapida goriilebilen kulakgiklar genellikle zarsi
yapida olup kenarlar1 da kirpiklidir. Yaprakc¢iklar tam kenarli olup, sekli yuvarlak ile
dikdortgen arasindadir ve tepe kismi sert bir ug¢ ile sonlanir. Yaprakciklar taban
kisminda yaprak eksenine uzun bir sapla, iist kisimlarda ise kisa bir sapla baglanir ve
nadiren de sapsizdir. Cicek durumu eksenel ve salkimsidir. Canak yaprak ¢an seklinde,
disler birbirine esit degildir ve genellikle mizraks1 yapidadir. Tag yapraklar sar1, pembe,
beyaz, krem ya da leylak renkte olabilir ve ayn1 zamanda koyu renkli damarlar1 vardir.
Bayrake¢ik eliptik bir yapiya sahip ve bazen sirt kismi tiiyliidiir. Kanatgiklar genelde
canak yapraktan kisa, kulak¢ikli ve saphidir. Kayikcik ise bayrakgiktan kisa veya esittir.
Yumurtalik 1-3 oviilliidiir. Erkek organlar diyadelf yapidadir. Meyve yuvarlaga yakin
sekildedir, kurudugunda a¢ilmaz ve i¢inde 1-2 adet tohum bulundurur. Yumusak tiiyli

veya tiiysiizdiir. Tohumlar ise bobreksi sekildedir.

Tiirkiye'de dogal olarak yetisen Onobrychis cinsi, Onobrychis ve Sisyrosema
olmak {izere iki alt cinsten olusur. Bu alt cinslerden Onobrychis; Dendobrychis,

Laphobrychis ve Onobrychis olmak tlizere 3 farkli seksiyona ayrilir (Aktoklu, 1995).

Onobrychis seksiyonu ¢ok yillik otsu tiirlerden olusur. Bu tiirlerde genel olarak
kanatciklar kaliksten uzun veya kisa olabilmektedir. Ovaryumlar 1 ovillidir ve
meyvenin belirgin bir sap1 ile birlesim yeri bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ele alinan
Onobrychis seksiyonuna ait tiirlerin morfolojik 6zellikleri ve yayilisi, Hedge (1970),
Davis et al. (1988) ve Aktoklu (1995)’ya gore asagidaki sekilde 6zetlenmistir.



2.1.1. Onobrychis fallax var. longifolia Aktoklu var. Nov. tiiriiniin morfolojik

ozellikleri ve yayihsi

Bitki ¢ok yillik ve otsu yapidadir. Govde dik, taban kisminda odunsu ve hafif
tliyli, st kisimlarda ise tiiysiiz, 25-40 cm boyundadir (Sekil 2.1). Tabandaki yapraklar
1-4 ¢ift yaprak¢ikli olup uzun sapli, iist kisimdaki yapraklar ise 4-6 ¢ift yaprak¢ikli ve
kisa saplidir. Cigek durumu sik ve ¢ok ¢iceklidir. Meyve kenarlar disli, uglar1 kivrik ve

sivridir.

Ulkemizin endemik bitkilerinden olan bu tiir, 1200 m yiikseklikte yayilis
gostermektedir. Temmuz ve Agustos doneminde ¢igek ve meyve olusturur. Ulkemizde

Malatya ili, Arguvan ilgesi sinirlari igerisinde bulunmaktadir.

Sekil 2.1. Onobrychis fallax tiiriiniin genel goriiniisii



2.1.2. Onobrychis sulphurea Boiss. Et Bal. var. sulphurea C. Koch Tvzel tiiriiniin

morfolojik ozellikleri ve yayilisi

Cok yillik ve otsu govdesi 30-60 cm kadar yiikselmektedir (Sekil 2.2). Yapraklar
6-10 ¢ift yaprak¢ikli ve tabandakiler uzun sapli, Usttekiler kisa saplidir. Yaprakgiklar
eliptik sekilli ve alt yiizleri tiiysiizdiir. Cigek durumunun sap1 yapraklarin 1-2 kati
kadardir. Cok yogun ve bol c¢icekli olan ¢igek durumu, meyve doneminde hafifce

uzamaktadir. Meyve kenarlar1 dikensi dislidir.

Tirkiye’de meselik alanlarda ve 1400-1700 m yiikseklikte goriilebilen bu

endemik tiir, Nisan-Temmuz aylar1 arasinda ¢igeklenmektedir.

Sekil 2.2. Onobrychis sulphurea tiirliniin genel goriiniisti

2.1.3. Onobrychis cilicica Kit Tan & Sorger tiiriiniin morfolojik ozellikleri ve

yayilisi

Cok yillik ve otsu yapidadir. Govdesi dik yapili olup 25-30 cm boylanmaktadir
(Sekil 2.3). Yapraklar 7-10 ¢ift yaprake¢ikli olup eliptik sekillidir. Cigcek durumu sap1



yapraklarin 2 kati kadardir. Cicek durumu eksensel, seyrek olup 20-28 cicekten
olugmaktadir. Meyve hafifce kivrik ve kenarlarinda yaklasitk 2 mm boyunda disler

bulunmaktadir.

Tirkiye’de Anadolu’nun giiney kesimlerinde goriilebilen bu endemik tiir,
Temmuz-Agustos aylarinda ¢icek agmaktadir. Kizilgam ormanlari, gevsek toprakli
yamaglar ve bozkirlar dahil olmak {izere 300 ile 1300 m arast yiikseklikte

rastlanabilmektedir.

Sekil 2.3. Onobrychis cilicica tiriniin genel goriiniisii

2.1.4. Onobrychis pisidica Boiss. tiiriiniin morfolojik o6zellikleri ve yayilisi

Cok yillik olan bu tiir, otsu yapida ancak kalin bir toprak alt1 gévdeye sahiptir.
Dik yapida olan gdovdesi 30-70 cm boylanabilmektedir (Sekil 2.4). Taban ve iistteki
yapraklar, say1 ve biiyliklilk bakimindan farklilik gostermektedir. Taban yapraklar 9-12
cift yaprakeikli ve iistteki yapraklar 7-9 yaprakgiklidir. Cigek durumu sap1 yapraklardan
daha uzun olup 13-35 cm civarinda ve ¢igek sap1 en ¢ok 2 mm uzunlukta ancak meyve
bagladiginda 3 mm uzunlukta olmaktadir. Cigek durumu sik ve ¢ok ¢igekli olup meyve

doneminde uzamamaktadir. Meyvesi 2-4 mm boyunda dislere sahiptir.



Tiirkiye’de en yogun Isparta ili civarinda goriilebilen bu endemik tiir, Mayis-
Haziran aylar1 igerisinde ¢icek agmaktadir. Camlik ve mera alanlarda, 300-1500 m

yiikseklikte yayilis gostermektedir.

Sekil 2.4. Onobrychis pisidica tiiriiniin genel goriiniisi

2.1.5. Onobrychis beata Sirj. tiiriiniin morfolojik 6zellikleri ve yayihsi

Cok yillik ve otsu yapida olan tiir kalin toprak alt1 govdelidir ve dik gelisen
govdesi 30-40 cm boya ulagmaktadir (Sekil 2.5). Taban yapraklar1 5-8 ¢ift yaprakeikli,
istteki yapraklar 9-11 ¢ift yaprakciklidir. Cigek durumu sapi yapraklarin 2-3 Kkati
kadardir. Cigek durumu sik ve bol ¢igeklidir. Meyve gen¢ donemde kisa ve yogun tiiylii
olup kenarlar1 disli sekilde gdziikkmektedir.

Haziran ve Temmuz aylarinda ¢igek acan bu endemik tiir, daha ¢ok Giiney
bolgelerde bulunmaktadir. Kalker kayaliklar ve alpin bozkirlardaki 1100-2500 m
yiikseklikte yayilis gostermektedir.



Sekil 2.5. Onobrychis beata tiriiniin genel goriiniisii

2.1.6. Onobrychis podperae Sirj. tiiriiniin morfolojik o6zellikleri ve yayilisi

Cok yillik ve ince toprak alt1 govdeye sahiptir. Dik yapidaki gévdesi 20-60 cm
kadar uzayabilir ve belirgin agik yesil ¢izgilidir (Sekil 2.6). Taban yapraklar1 5-10 ¢ift
ve lUst yapraklar 3-9 ¢ift yaprak¢iklidir. Cigek durumu sap1 yapraklarin en ¢ok 2 kati
kadar uzayabilmektedir. Cicek durumu seyrek, ¢ok c¢icekli ve meyve doneminde

uzamaktadir. Meyve kenarlarindaki disler disk lizerindeki diglerden daha uzundur.

Kalker kayalikli yamaglar ve bozkirlardan olusan 300-1300 m arasi
yiiksekliklerde goriilebilmektedir. Tiirkiye’de Kiitahya, Nevsehir, Bilecik illerinde
yayilis gostermektedir.



Sekil 2.6. Onobrychis podperae tiiriiniin genel goriinilisi

2.1.7. Onobrychis lasistanica Sirj. tiiriiniin morfolojik ozellikleri ve yayilisi

Cok yillik, otsu ve rizomlu bir tiirdiir. Odunsu govde dik ve 30-50 cm boylarinda
goziikmektedir (Sekil 2.7). Yapraklar 11-14 ¢ift yaprakeiklt ve ¢icek toplulugu sapi
yapraklarin yaklagik iki kat1 kadardir. Cigek durumu seyrektir ve meyve doneminde bir
miktar uzama gosterir. Meyve kenarlarinda her biri yaklagik 1 mm uzunlukta olan 6-9

adet dis bulunmaktadir.

Bu endemik tiir alpin, bozkir ve dag meralar1 gibi 2100-2950 m yiikseklik
civarinda yayilig gosterir ve Temmuz-Agustos aylarinda ¢igek agmaktadir. Tiirkiye’de

Kuzeydogu Anadolu ve Karadeniz bolgelerinde goriilmektedir.
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Sekil 2.7. Onobrychis lasistanica tiiriiniin genel goriiniisi

2.2 Kaynak Ozetleri

Levan et al. (1964), yaptiklar1 karyotip analizlerinde, kromozomlar1 sentromer
pozisyonuna gore kodlayarak adlandirmiglardir. Buna gore sentromer durumu median
bolgeli (m), submedian bolgeli (sm), subterminal bdlgeli (st), terminal bolgeli (t)
seklindedir.

Hedge (1970), Onobrychis cinsine ait Tiirkiye’de 5 seksiyonda smiflandirilan 46
adet farkli tiiriin oldugunu belirtmistir. Hedge’ nin (1970) bu kaydindan sonra yapilan
caligmalarda iilkemiz florasinda yeni tiirler kaydedilmistir. Nitekim Aktoklu (1995),
yaptig1 ¢alismalar sonucu Tiirkiye’de 52 korunga tiirline ait 60 takson bulundugunu

belirtmistir ve bu tiirlerin ayrim anahtarlarini yeniden diizenlemistir.

Gu et al. (1984), Sorgum bitkisi lizerinde yaptiklar: bir ¢caligmaya gore, satalit
boylarinin toplam boy uzunluguna eklenmesi gerektigini ve hazirlanan ideogramlarda

homolog kromozomlardan yalnizca birinin gosterilmesi gerektigini belirtmislerdir.
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Abou-El-Enain (2002), Lophobrychis seksiyonundan 6 korunga tiirlinlin 6
populasyonu icerisinde 22 adet bireyin kromozom sayilarini incelemistir. Temel
kromozom sayilarin1 x=7 ve x=8 olarak tespit etmistir. Kromozom boylar1 1.6 pm ile
2.6 um arasinda Ol¢iilmiistiir. Onobrychis bobrovii Grossh. tiiriinde 2n=4x=28 ve
Onobrychis pulchella Schrenk. tiiriinde 2n=4x= 32 olmak {izere iki yeni ploidi seviyesi

belirlemistir.

Plummer et al. (2003), Karyotip analizi {izerine yaptig1 ¢alismada
kromozomlar1 eslestirerek uzunluklarma gore biiylikten kiiclige dogru swralamis ve
ideogramlarim1 da olusturmustur. Bu yontemle tiir i¢ci ve tiirler arast kromozomlar

arasinda karsilastirma yapilabilecegini belirtmistir.

Zarifi (2004), Baz1 korunga tiirleri tizerine yaptig1 karyotip analizi ¢alismasinda

aceto-iron hematoxylin boyama yontemini kullanmis ve basarili olmustur.

Elena (2006), Bes korunga tiirii iizerinde sitolojik ¢alismalar yapmistir. Bu
tirlerin kromozom sayilarmi, kromozom uzunluklarim1i ve ploidi seviyelerini
belirleyerek karyotiplerini olusturmustur. Bu tiirler arasinda hem diploid hem de
tetraploid bireyler oldugunu belirlemistir. Temel kromozom sayilarint Onobrychis
crista-galli icin x=8, digerleri icin x=7 olarak bulmustur (Onobrychis viciifolia,
Onobrychis caput-galli, Onobrychis montana, Onobrychis transcaucasica). Kromozom
uzunluklar1 bakimindan en uzun tiirii O. viciifolia ve en kisa tiirli O. transcaucasica

olarak belirlemistir.

Martin et al. (2008), Dort Astragalus tiirii lizerinde yaptig1 ¢calismada, ilk islem
icin 4 °C’de a-monobromo naftalin igerisinde 16 saat siireyle, sonrasinda tespit i¢in
Carnoys ¢ozeltisi (3:1 oraninda absolii alkol — glasiyal asetik asit karigimi) igerisinde 1
gece bekletmistir. Hidroliz i¢cin 10 dakika boyunca 1 N HCI uygulamis ve % 2’lik aseto
orsein ile 2 saat siireyle boyamistir. Ezme preparat yapiminda % 45’°lik asetik asit

kullanmustir.
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Oztiirk et al. (2009), Farkli cinslerden (Conringia, Alyssum, Matthiola,
Erysimum, Silene, Linum, Medicago, Onobrychis, Astradaucus, Centaurea, Cnicus,
Tragopogon, Paracaryum, Plantago) 19 bitki taksonu iizerinde sitogenetik calisma
yapmiglardir. Tohumlar1 petri kaplarinda ¢imlendirdikten sonra ilk islem i¢in 4 °C’de a-
monobromo naftalin ile 16 saat bekletme uygulamislardir. Tespit i¢in absolii alkol -
glasiyal asetik asit ¢ozeltisinde (3:1) 24 saat ve hidroliz icin 1 N HCI iginde 13 dakika
oda sicakliginda bekletmislerdir. Boyama yonteminde ise % 2’lik aseto orsein ile 2 saat

bekletmenin en iyi sonug¢ verdigini belirtmiglerdir.

Zarifi et al. (2009), Artemisia cinsine ait iki tiir lizerinde ¢aligma yapmislardir.
Ik islem i¢in o-monobromo naftalin ve hidroksi kinolin kullanmislardir. Tespit
isleminde formaldehit ve kromik asit ¢cozeltilerini kullanmislar, hidrolizi 1 N NaOH ve
I N HCI ¢ozeltileriyle 60 °C’de 10 dakika olarak yapmislardir. Boyama i¢in
hemtoxylin-iron ¢ozeltisinde 30-32 °C’de 16 saat bekletmislerdir.

Nazirzadeh vd. (2009), Asteracea familyasindan Artemisia cinsine ait 2 tiir
iizerinde karyotip calismas1 yapmislardir. Tirlerin kdk uglarina a-monobromo naftalin
ve hidroksi kinolin ile ilk islem uygulayip formaldehit ve kromik asit ¢ozeltilerinde
tespit yapmiglardir. Sonrasinda 1 N NaOH ve 1 N HCl ile 60 °C’de 10 dakika hidroliz
islemi uygulayarak asetik asit ve hematoxylin-iron ile boyama islemini
gerceklestirmislerdir. Bunun sonucunda A. absinthium tiirtiniin 2n=2x=18 kromozom
sayisina sahip ve diploid oldugunu, A4. fragrans Willd. tiiriiniin de 2n=4x=36 kromozom

sayisina sahip ve tetraploid oldugunu belirlemislerdir.

Hejazi et al. (2010), Onobrychis cinsinden 20 tiire ait 45 farkli populasyon
iizerinde karyolojik caligmalar yapmislardir. Tohumlar1 22 °C’de ¢imlendirerek %
0.5’lik a-monobromo naftalin c¢ozeltisi ile 4 °C’de, 4 saat siire ile ilk islem
uygulamislardir. Tespit islemi i¢in 1:1 oraninda karistirilmis % 10 formaldehit ve % 1
kromik asit ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 16 saat bekletmislerdir. Tespit sonras1 yikanan
kok uclar1 1 N NaOH ile 60 °C’de 7 dakika boyunca hidroliz edilmistir. Boyamada
hematoxylin-iron ¢ozeltisi kullanilmis ve ezme preparatlar 10:1 oraninda karigtirilmig

olan % 45 asetik asit ve laktik asit ¢ozeltisi ile yapilmistir. Temel kromozom sayilarmni
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x=7 ve x=8 olarak tespit etmislerdir. Temel kromozom sayis1 x=7 olan grupta 6 adet
diploid (2n=14) ve 22 adet tetraploid (2n=28) populasyon, x=8 olan grupta ise 17 adet

diploid seviyesine sahip populasyon oldugunu belirlemislerdir.

Kazem et al. (2010), Astragalus tiirleri {izerinde karyolojik c¢alisma
yapmuslardir. Ik islem o-monobromo naftalin ¢dzeltisi ile yapilmis ve sonrasinda
Lewitsky ¢ozeltisi (1:1 oraninda karistirilan % 10 formaldehit - % 1 kromik asit) ile
tespit islemi gerceklestirilmistir. 1 N NaOH ile hidroliz edilen kdk uglar1 hematoxylin-

iron ¢ozeltisi ile boyanmig ve temel kromozom sayis1 x=8 olarak belirlenmistir.

Ranjbar et al. (2010), Yaptiklar1 calismada, Omnobrychis viciifolia,
Onobrychis transcaucasica Grossh. ve Onobrychis altissima Grossh. tiirlerine ait farkl
yabani korunga populasyonlarinin morfolojik karakterlerini, mayotik kromozom
sayllarmi  ve davramiglarii  belirlemislerdir.  O. viciifolia ve O. altissima
populasyonlarinda ploidi seviyesi tetraploid (2n=4x=28) iken, O. transcaucasica
populasyonlarinin tamamiin diploid (2n=2x=14) ploidi seviyesine sahip oldugunu
belirtmislerdir. Incelenen biitiin populasyonlarmn temel kromozom sayilar1 x=7 olarak

tespit edilmistir.

Sepet et al. (2011), Onobrychis caput-galli, Onobrychis aequidentata d’Urv.,
Onobrychis fallax Freyn & Sint. var. fallax, Onobrychis lasiostachya Boiss.,
Onobrychis viciifolia, Onobrychis oxyodonta Boiss. subsp. armena (Boiss. & Huet)
Aktoklu, Onobrychis hypargyrea Boiss. ve Onobrychis cappadocica Boiss. olmak iizere
8 adet korunga tiirii iizerinde karyolojik calisma yapmuslardir. Kromozom sayilarmi O.
cappadoica i¢in 2n=16, O. viciifolia i¢in 2n=28 ve diger tiirler icin 2n=14 olarak tespit

etmislerdir.

Akcelik et al. (2012), Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis olan 4 farkl
yabani korunga tiirii (Onobrychis tournefortii, Onobrychis gracilis Besser, Onobrychis
hypargyrea, Onobrychis argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss.) lizerinde karyolojik

calismalar yapmislardir. Caligmada, feulgen ve hematoxylin-iron boya c¢ozeltileri
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kullanmilmistir. O. argyrea i¢in kromozom sayis1 2n=16, diger tiirler icin 2n=14 olarak

tespit edilmistir.

Arslan et al. (2012), Hedysareae oymagina ait 6 Onobrychis, 2 Hedysarum ve 1
Sartoria tiru lzerinde karyotip analizi yapmislardir. Tiirlerin kromozom sayilar1 ve
ploidi seviyeleri belirlenmistir. Ilk islem icin a-monobromo naftalin, tespit igin etil
alkol-glasiyal asetik asit (3:1), hidrolizde IN HCI ve boyamada ise hematoxylin-iron
cozeltiler1 kullanmilmistir. Kromozom sayilarim1 O. altissima, O. oxyondata, O.
hajastana, O. tournefortii i¢in 2n=14, O. subacailis, O. galegifolia, S. hedysaroides, H.

syriacum ve H. pannosum i¢in 2n=16 olarak bulmuslardir.

Ghanavati et al. (2012), Bes Onobrychis tiriine ait 13 farkli populasyon
iizerinde karyotip analizi yapmislardir. Temel kromozom sayisi x=7 ve x=8 olarak
belirlenmistir. Baz: tiirlerin farkli populasyonlar1 arasinda ploidi seviyelerinde farklilik
oldugu tespit edilmistir. Buna gore, O. caput-galli populasyonlarinda 1 adet
(2n=2x=14), O. pulchella populasyonlarinda 1 adet (2n=2x=16), Onobrychis aucheri
populasyonlar1 arasinda 2 adet (2n=2x=16 ve 2n=4x=32) ve O. crista-galli
populasyonlar1 arasinda 2 adet (2n=2x=16 ve 2n=4x=32) olmak iizere farkli ploidi

seviyeleri oldugu bildirilmistir.

Abus (2013), Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve Onobrychis cinsi
Hymenobrychis seksiyonuna ait 2 tanesi endemik olmak tizere 6 tiiriin (O. tournefortii,
O. galegifolia, Onobrychis radiata, O. hypargyrea, O. meschetica ve O. albiflora)
kromozom sayilarini ve morfolojilerini incelemistir. Feulgen ve hematoxylin-iron
olmak iizere 2 farkli boyama yontemi kullanmistir. Incelenen tiirlerin tamaminda
mitotik metafaz evresi kromozom sayilarini 2n=14 ve temel kromozom sayilarini x=7

olarak bulmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Bu ¢alisma, 2006 — 2009 yillar1 arasmnda TUBITAK (Proje No:106 O 040)
projesi kapsaminda iilkemizin farkli bolgelerinden toplanan yabani korunga taksonlari

iizerinde yiiriitiilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan tiirlerin isimleri, lokasyonlar1 ve koordinat bilgileri

No Tiir ismi Lokasyon Enlem Boylam Yiikseklik
(K) (D) (m)
1 O. fallax Malatya, Arguvan, 39°00'02"  38°12'27" 1410
Cobandere Koyii, Sotik Cayi
Vadisi
2 O. sulphurea Kayseri, Hisarcik, 38°37'38”  35°31'39” 1514
Kiranardi mege korulugu
3 0. cilicica Mersin, Mut - Kirobasi arasi 36°41'38”  33°37'27" 1095
4  O. pisidica Isparta, Sarkikagag, Orenkoy agik 38°06'04”  31°13'27" 1341
alanlar
5 O. beata Adana, Karaisali, Koca Cukur 37°24'23"  35°02'35” 1435
Yaylasi
6  O. podperae Kiitahya, Gediz 39°02'22"  29°25'42" 820
Agik alanlar
7 O. lasistanica  Trabzon, Kopriibasi, 40° 38' 00"  40° 01' 00" 2426
Kemer gecidi
3.2. Metot

3.2.1. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Arastirma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii Laboratuvari’nda yiriitiilmistiir. Calismada Onobrychis seksiyonuna ait 7 tiir

kullanilmis ve tiim tiirlerde kok ucu elde etmek i¢in dncelikli olarak ¢imlendirme islemi
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yapilmistir. Sert kabuk 6zelligine sahip olan tohumlarin kabuklar1 ¢izilerek su alim ve
cimlenme islemi kolaylastirilmistir. Tohumlar, petri kaplarinda 20-22 °C aras1 sicaklikta
c¢imlenmeye birakilmis ve ¢imlenmeyi takiben 2-4 giin icerisinde kok uglari kromozom
gozlemleri i¢in uygun uzunluga ulagsmistir. Uzunlugu 1 cm’den kisa veya 2 cm’den
biiyiik olan koklerde kromozom gozlemi yapilamamistir. Ayrica petri kaplarinda ilk
cimlenen tohumlar disinda, sonradan ¢imlenerek uygun uzunluga ulasan koklerde sonug
almamadig1 i¢in tiim ¢aligma boyunca ilk ¢imlenen tohumlarin kok uglar: kullanilmistir.

Biitiin uygulamalar arasinda kok uglar1 10 dakika saf suyla yikanmistur.

3.2.2. ilk islem

Kok uclarinda metafaz evresinde gozlem yapabilmek i¢in, mitoz bdliinme
esnasinda ig iplikciklerin olusmasmi engelleyerek kromozomlarin bir sonraki evreye
gecisini durdurmak gerekmektedir. Bu islemi yapabilmek i¢in uygun uzunluktaki kok
uclar1 kesilerek, eriyen buz, paradiklorobenzen, kolkisin, kumarin, 8-hidroksiquinolin

veya a-monobromo naftalin gibi kimyasallarda muamele edilebilir (El¢i, 1982).

Bu calismada, ilk islem i¢in kok uglar1 12 saat 4 °C'de eriyen buz icerisinde
(Akgelik, 2009) ve 4 saat 4 °C'de % 0.5'lik a-monobromo naftalin ¢ozeltisinde (Hejazi
and Mahdi, 2010) bekletilmistir.

3.2.3. Tespit

Kromozomlarin canli haline en yakin sekilde gozlem yapilabilmesi amaciyla
hiicrelerin hizl1 bir bigimde oldiirtilmesi gerekmektedir. Bu amagla boyama tiplerine
gore iki farkl tespit uygulamasi yapilmistir. Birinci tespit uygulamasinda, feulgen
boyamasi i¢in kok uglari etil alkol - asetik asit ¢ozeltisi (3:1) ile 24 saat oda sicakliginda
muamele edilmistir (Oztiirk et al., 2009). Ikinci tespit uygulamasinda ise hematoxylin-
iron boyamasi i¢in % 10’luk formaldehit ve % 1°lik kromik asit ¢ozeltisi (1:1) igerisinde
16 saat siire ile bekletilmistir. Tespit ¢cozeltisinden ¢ikarilan kokler, bir sonraki igleme

gecmeden Once 3 saat boyunca saf su ile yikanmistir (Hejazi and Mahdi, 2010).
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3.2.4. Muhafaza

Tespitten ¢ikan koklere bagka bir islem yapmadan 6nce birka¢ giin bekletmek
icin % 70’lik alkol igerisinde 4 'C sicaklikta muhafaza edilmistir. Ancak 1 giinden daha

uzun siire bekletilen koklerde istenen gozlemler yapilamamistir.

3.2.5. Hidroliz

Dokularin ayrilarak, birbirinin lizerine gelmeden tek diizleme yayilabilmesi i¢in
hidroliz islemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Hidroliz islemi boyama yontemine gore iki
farklh sekilde yapilmistir. Birinci uygulamada feulgen boyamasi icin 1 N HCI ¢ozeltisi
kullanilirken, ikinci uygulamada hematoxylin-iron boyamasi i¢gin 1 N NaOH ¢ozeltisi
kullanilmistir. Her iki islemde de kok uglar1 60° C’de su banyosu igerisinde tiirlere bagl

olarak 8-12 dakika stire ile bekletilmistir.

3.2.6. Boyama

Iki farkli boyama ydntemi kullanilmistir. Hematoxylin-iron boyama ydnteminde
kok uglart boya ¢ozeltisi igerisinde karanlik ortamda 3-4 saat siire ile bekletilmistir
(Ghanavati, 2012). Feulgen boyama yonteminde ise kok uclar1 1 saat boyunca boya
cozeltisiyle muamele edilmistir. Hematoxylin-iron boyasi icerisinde bekleme siiresi 4
saatten fazla oldugunda kok uglarinda fazlaca sertlesme goriilmiis ve buna bagl olarak

net goriintii elde edilememistir.

Boyadan c¢ikan koklerde sertlesme gorildiigiinden ayrica yumusatma islemi
uygulanmistir. Bu amagla seliilaz enzimi (Cellulase onozuka RS) i¢inde kok uglar1 2-5
dakika arasinda oda sicakliginda bekletilmistir.

3.2.7. Preparat hazirlanmasi

Boyanan koklerin ucunda bulunan biliylime meristemi kismindan 1-2 mm

uzunlukta bir parca jiletle kesilerek lam iizerine alinmistir. Yine jilet yardimiyla kiigiik
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parcalar haline getirilen kok ucu tizerine, % 45’lik asetik asit ile laktik asit (10:1)
karistirilarak hazirlanan ¢ozeltiden 1 damla damlatilarak lamel kapatilmistir. Artan
cozelti kurutma kagidi yardimi ile alimmis ve lamel iizerine kursun kalemin tersi ile

hafifce vurularak kromozomlarm tek diizleme yayilmalar1 saglanmistir (El¢i, 1982).

3.2.8. Preparatlarin devamh hale getirilmesi

Karyotip analizi yapilabilecek goriintiileri veren preparatlar, daha sonra ayni
sekilde incelenebilmesi amaciyla devamli preparat haline getirilmistir. Gortintiileri
alman preparatlar, icleri kurutma kagidiyla kaplanip 3-5 ml absolii alkol konulan sale
kaplarina yerlestirilerek 4 °C sicaklikta 24 saat bekletilmistir. Bu islem lam ile lamel
arasia, buharlasan alkoliin hava ile yer degistirerek dolmasina imkan vermektedir. 24
saat sonunda sale kabindan ¢ikarilan preparatlar, lamelin 3 kenarma kanada balsami
stiriilerek ve icleri yine absolii alkol ile slatilmis sekilde kurutma kagidi kaplanan
petrilere konularak diiz bir zeminde beklemeye birakilmistir. Onceden lam ile lamel
arasina dolan absolii alkol bu kez kanada balzami ile yer degistirerek preparatin devaml

hale gelmesi saglanmistir (El¢i, 1982).
3.2.9. Kromozomlarin incelenmesi ve karyotip analizleri
3.2.9.1. Fotograf ¢ekimi

Tek diizleme yayilmis ve iist iiste gelmemis halde bulunan, sentromer bosluklar1
net bir sekilde segilebilen kromozomlar {iizerinde fotograf c¢ekimi yapilmistir.
Cekimlerde Zeiss Axio Scope.Al marka mikroskoba entegre edilmis olan Canon EOS
2000 model kamera kullanilmistir.
3.2.9.2. Kromozom boylarinin él¢iilmesi

Kromozom boylar1 6lgiiliirken kisa kol, uzun kol ve varsa satalit boyu olciilerek

bu uzunluklarin toplami, toplam boy uzunlugu olarak alinmistir. Toplam boy

hesaplanirken sentromer ve satalit bosluklar1 dahil edilmemistir. Bu Olglimler Zeiss
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marka mikroskoba entegre edilmis olan Zeiss Axio Vision yazilimi yardimiyla

yapilmistir.

3.2.9.3. Kromozom kollarinin indeksleri ve nispi boylar

Kromozom kollarmin indeksleri sentromer yerini belirlemede kullanilmakta ve
buna gore kromozom adlandirilmasi yapilmaktadir. Bu hesaplama uzun kol
uzunlugunun kisa kol uzunluguna béliinmesi ile yapilmaktadir (Levan et al., 1964). Bu
yontemle belirlenen kol oranlari, sentromerin yerleri ve kromozom sembolleri ¢izelge
3.2.’de verilmistir. Kromozom boy indeksleri ve nispi boylari, homolog kromozomlar1
belirlemede kullanilmistir. Bu amagla her tiir icin 5 adet resim c¢ekilmistir. Tiim
kromozomlarm boy uzunluklar1 toplanip her kromozoma bireysel olarak oranlandiginda
elde edilen nispi boy ve indeks degerleri sayesinde homolog olan kromozom ciftleri
belirlenmistir. Bes resimden toplam 5 ¢iftin yani 10 kromozomun ortalamasi alinarak

homolog kromozomlar uzundan kisaya dogru numaralandirilmastir.

Cizelge 3.2. Kromozom indekslerine gore belirlenen sentromerin yeri ve

kromozom adlandirilmasi

Kol Orani (r) Sentromerin Yeri Kromozom Adi Kromozom Sembolii
1.0-1.7 Ortada Metasentrik m
1.7-3.0 Orta ve son arasinda Submetsentrik sm
3.0-7.0 Uca yakin Akrosentrik a
7.0-< Ugta Telosentrik t

3.2.9.4. Sentromer indekslerinin hesaplanmasi

Bir hiicre i¢indeki kromozomlar1 en saglikli sekilde eslestirebilmek ve yapilan
Olciimlerin giivenilirligini artirmak amaciyla kromozomlar iizerinde sentromer indeksi
hesaplamasi yapilmistir. Sentromer indeksi, kisa kol boyunun toplam kromozom

uzunluguna boliintip 100 ile ¢arpilmasiyla elde edilmistir (Hejazi and Mahdi, 2010).
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3.2.9.5. ideogramlarin olusturulmasi

Rakamlarm ya da belirli bir metnin grafik olarak gosterilmesine ideogram denir.
Tim Olgtimleri tamamlandiktan sonra kromozomlar biiyiikten kiiciige dogru sirayla
dizilmistir. Microsoft Excel programi yardimiyla ve elde edilen uzunluk 6l¢limlerine
gore kromozomlarin kisa kollar1 eksen yukarisina ve uzun kollar1 eksen asagisma

gelecek sekilde ideogramlari olusturulmustur.

3.2.9.6. Karyogramlarin hazirlanmasi

Karyogram sayesinde bireylerin kendi genomu igindeki baska bir bireyin ya da
baska bireylere ait kromozomlarmin karsilastirilmasi, yapisal farkhiliklarmin ve
aralarindaki iligkilerin belirlenmesi miimkiin olabilmektedir (El¢i, 1982). Her tiir i¢in en
1yi olarak degerlendirilen fotograflar iizerinde homolog oldugu belirlenen kromozomlar
bir araya getirilip biiylikten kiiclige dogru dizilerek karyogramlar olusturulmustur. Bu

islem i¢in Adobe Photoshop CS2 programi kullanilmistir.

3.2.9.7. Dendogram olusturulmasi

R programi kullanilarak hiyerarsik kiimeleme analizi yapilmis ve dendogram
olusturulmustur. Analizde, her bir tiir i¢in 1 numarali kromozoma ait uzun kol, kisa kol,
toplam boy, uzun kol/kisa kol orani, sentromerik indeks ve nispi boy olmak iizere 6

ozellik dikkate alinmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez calismasinda, Onobrychis cinsi Onobrychis seksiyonuna ait 7 yabani
korunga tiirii iizerinde karyolojik caligmalar yiiriitiilmiistiir. Kromozom ¢alismalari
sirasinda materyal saglamak icin ¢imlendirilen ilk tohumlardan kok ucu temin edilmesi
yapilan c¢alismada basariyr arttwrmustir. Daha sonra ¢imlenen tohumlardan yapilan
preparatlarda mitotik metafaz evresinin yakalanmasi oldukg¢a gii¢ olmustur. Ayrica,
tespit islemi sonrasi kok uclarinin 24 saatten fazla muhafaza i¢in alkol igerisinde
bekletilmesi boyama ve goriintii kalitesini olumsuz yonde etkilemistir. Boyama islemi
icin kullanilan hematoxylin-iron boyasinin kullanilmadan 6nce filtre kagidi yardimiyla
cok 1yi sliziilmesi ve 1 hafta sonra kullanilmaya baslanmas1 boyama oranini arttirmistir.
Ancak, bu boya 45 giinden sonra boyama 6zelligini yitirmistir. Bu ¢alismada kullanilan
tiirler farkli oldugu icin her birinde hidroliz siiresi degismistir. Iyi boyamanin
yapilabilmesi i¢in bu hidroliz siirelerinin optimize edilmesi gerekir. Optimum hidroliz
siiresinin disinda boyamanm iyi olmadigi gozlenmistir. Korungada boyamanin da
etkisiyle hiicre ceperi ¢ok sert oldugu i¢in preparat yapmadan Once hiicre ¢eperini
yumusatacak enzimlere gerek duyulmaktadir. Bu ¢alismada seliilaz enzimi tiirlere gore
degisen farkli siirelerde kullanilmistir. Bu tiir enzimlerin kullanilmadigi durumlarda
ezme preparat yapimmi zorlagsmakta ve mikroskop altinda goriintii almamamaktadir.
Kromozom gozlemleri i¢in kok uglarina uygulanan her islem arasinda saf su ile iyi bir

yikama ve durulamanin yapilmasi boyama oraninda 6nemli bir artig saglamistir.

4.1. Gézlem Yapilan Korunga Tiirlerinin Kromozom Ozellikleri

Tiirlerin metafaz evresindeki kromozomlarinin goriintiileri elde edilerek, bu
goriintiiler iizerinde yapilan uzun kol, kisa kol, toplam boy ve mevcut ise satalit boyu
Olgtimleri yardimiyla kol orani, sentromer indeksi ve nispi boy orani degerleri
hesaplanmistir. Bu 6 (satalit mevcut ise 7) parametre sayesinde, homolog kromozomlar
belirlenerek en uzun olandan en kisa olana dogru swralanmistir. Sayisal veriler ile
hazirlanan ideogramlar iizerinden kromozomlarin sirast belirlenerek, bu swraya gore

karyogramlar hazirlanmistir ve bu sayede her taksonun kromozom o6zellikleri ortaya
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koyulmustur. Asagida sirasiyla incelenen tiirlerin kromozom 6zellikleri, cizelgeler ve

sekiller halinde verilmistir.

4.1.1. Onobrychis beata tiiriiniin kromozom o6zellikleri

Bu tiirde kromozom o6zelliklerini belirlemek i¢in hematoxylin-iron boyama
yontemi uygulanmigtir. Tiirlin kromozom sayis1 2n=14 (x=7) olarak bulunmustur ve

kromozomlara ait elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

Kromozom o6zellikleri: Tiim kromozomlar median bolgeli olarak gozlenmistir. Tiiriin

hiicre fotografi, karyotipi ve ideogrami Sekil 4.1.’de verilmistir.

Kromozom I: Kromozomun toplam boyu 3.73 um ile tiiriin en uzun kromozomudur.
Uzun kol boyu 2.13 pm, kisa kol boyu 1.60 um, kol oran1 1.33, sentromer indeksi %
42.90 ve nispi boyu % 17.37°dir.

Kromozom II: Kromozomun toplam boyu 3.39 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol boyu
2.02 pum, kisa kol boyu 1.37 um, kol oranv 1.47, sentromer indeksi % 40.41 ve nispi
boyu %15.79’dur.

Kromozom III: Toplam boy 3.15 pm’dir. Uzun kol boyu 1.82 pum, kisa kol boyu 1.33
um, kol oran1 1.37, sentromer indeksi % 42.22 ve nispi boyu % 14.67dir.

Kromozom IV: Toplam boy uzunlugu 3.03 pm’dir. Uzun kol boyu 1.81 pum, kisa kol
boyu 1.22 um, kol oran1 1.48, sentromer indeksi % 40.26, nispi boyu % 14.11 olarak

gozlenmistir.

Kromozom V: Toplam boy uzunlugu 2.87 um’dir. Uzun kol boyu 1.67 pum, kisa kol
boyu 1.20 um, kol oranv 1.39, sentromer indeksi % 41.81, nispi boyu % 13.37’dir.

Kromozom VI: Toplam boy uzunlugu 2.68 pm’dir. Uzun kol boyu 1.50 pum, kisa kol
boyu 1.18 um, kol oran1 1.27, sentromer indeksi % 44.03 ve nispi boyu % 12.48’dir.
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Kromozom VII: Toplam uzunluk 2.62 pm olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol boyu 1.45 pm,

kisa kol boyu 1.17 um, kol orant 1.24, sentromer indeksi % 44.66, nispi boyu %

12.20°dir.

Onobrychis beata tiiriinlin karyotip analizi i¢in yapilan dl¢iimler Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Onobrychis beata tiiriiniin kromozom tipleri ve uzunluklar

K. Kromozom kollar1 Toplam  Satelit Kol oran1  Nispi boy  Sentromerik Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol  Kisa kol (um)
L) X)

I 2,13+0,39 1,60+0,09 3,73+0,41 - 1,33+0,23 17,3740,95 42,90+3,85 m

I 2,02+0,14 1,37+0,20 3,39+0,22 - 1,47+£0,26  15,79+0,51 40,41+4,13 m

mr - 1,82+0,15  1,33+0,20 3,1540,17 - 1,3740,35 14,67+0,31 42,22+5,14 m

IV 1,81£0,11 1,224+0,09 3,03+0,15 - 1,48+0,14 14,11+£0,25 40,26+2,33 m

vV 1,67+0,10 1,20+0,08 2,87+0,14 - 1,39+0,11 13,3740,25 41,81+1,88 m

VI 1,50+0,09 1,18+0,10 2,68+0,05 - 1,2740,18 12,48+0,13  44,03+3,51 m
VII 1,45+0,08 1,17+0,08 2,62+0,09 - 1,2440,13  12,20+0,23  44,66+2,59 m

Haploid kromozom uzunlugu: 21,47 pm

Rakamlar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
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4.1.2. Onobrychis cilicica tiiriiniin kromozom ozellikleri

Bu tiirde kromozom o6zelliklerini belirlemek i¢in hematoxylin-iron boyama
yontemi uygulanmistir. Tiirliin kromozom sayis1 2n=14 (x=7) olarak bulunmustur ve

kromozomlara ait elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

Kromozom ozellikleri: I, II ve IV. kromozomlar submedian, digerleri medyan bdlgeli
olarak gozlenmistir. I numarali kromozomda satalit bulunmaktadir. Tire ait hiicre

fotografi, karyogram ve ideogram sekil 4.2’de verilmistir.

Kromozom I: Submedian sentromerli olarak gézlemlenen kromozomun boyu 4.92 pm
olarak Olgiilmiistiir. Tiirlin en uzun kromozomudur. Kromozom 1.44 pm uzunlugunda
satalite sahiptir. Uzun kol 2.33 pum, kisa kol 1.15 pum, kol oran1 2.03, sentromer indeksi

% 23.37, nispi boyu % 17.44 tiir.

Kromozom II: Submedian sentromerlidir. Kromozomun boyu 4.74 pm olarak
Olciilmiistiir. Uzun kol 3.19 um, kisa kol 1.55 pum, kol orani 2.06, sentromer indeksi %

32.70, nispi boyu % 16.80°dir.

Kromozom III: Median sentromerli olan kromozomun boyu 4.39 pum olarak
Olciilmiistiir. Uzun kol 2.74 um, kisa kol 1.65 pum, kol orani 1.66, sentromer indeksi %

37.59, nispi boyu % 15.56°dr.

Kromozom IV: Submedian sentromerli olan kromozomun boyu 3.80 um olarak
Olciilmiistiir. Uzun kol 2.40 um, kisa kol 1.40 pm, kol orani 1.71, sentromer indeksi %

36.84, nispi boyu % 13.47°dir.

Kromozom V: Median sentromerlidir. Boyu 3.62 pum olarak olgiilmiistiir. Uzun kol
2.13 um, kisa kol 1.49 pm, kol oran1 1.43, sentromer indeksi % 41.16, nispi boyu %
12.83"tiir.
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Kromozom VI: Median sentromerlidir. Toplam boyu 3.43 um olarak Olglilmiistiir.
Uzun kol 2.00 um, kisa kol 1.43 um, kol oranm1 1.40, sentromer indeksi % 41.69, nispi
boyu % 12.16’dr.

Kromozom VII: Median sentromerlidir. Boyu 3.31 um olarak 6l¢tilmiistiir. Uzun kol
1.94 pum, kisa kol 1.37 pum, kol oran1 1.42, sentromer indeksi % 41.39, nispi boyu %

11.73’tiir.

Onobrychis cilicica tiriinlin karyotip analizi i¢in yapilan Ol¢iimler Cizelge

4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Onobrychis cilicica tiriiniin kromozom tipleri ve uzunluklari

Kromozom kollart Toplam Satelit Kol oram Nispi boy  Sentromerik  Sentromer
K. (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
No  Uzun kol Kisa kol (um)
) (K)
T 233032 1,155025 4,9240,56 1,44+0,18 2,03+0,31 17,44£0,49  23,37+2,50 sm
I 3,19+0,64 1,55+0,31  4,74+0,47 - 2,06£1,08  16,80+0,38  32,70+7,57 sm
I 2,74+0,27 1,65+0,30  4,39+0,37 - 1,66+0,36  15,56+£0,31  37,59+5,25 m
IV 2,40+0,20 1,40+£0,30  3,80+0,41 - 1,71£0,34  13,47+0,10  36,84+4,72 sm
Vo 2,13:022  1,49+022  3,62+0,38 - 1,43+0,19  12,83+0,15  41,16+3,28 m
VI 2,00:0,36 1,43+0,18  3,43+0,48 - 1,4040,23  12,16£0,46  41,69+3,96 m
VII  1,94£029 1,37+0,19  3,31+0,47 - 1,4240,05  11,73£0,43  41,39+0,93 m

Haploid kromozom uzunlugu: 28,21 pm

Rakamlar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.1.3. Onobrychis fallax var. longifolia tiiriiniin kromozom 6zellikleri

Bu tiirde kromozom o6zelliklerini belirlemek i¢in hematoxylin-iron boyama
yontemi uygulanmigtir. Tiirliin kromozom sayis1 2n=14 (x=7) olarak bulunmustur ve

kromozomlara ait elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

Kromozom o6zellikleri: Tiim kromozomlar median bolgeli olarak gozlenmistir. Tiire ait

hiicre fotografi, karyogram ve ideogram sekil 4.3’te verilmistir.
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Kromozom I: Tiirlin en uzun kromozomudur. Toplam boyu 4.06 pm olarak
Olciilmiistiir. Uzun kol 2.50 um, kisa kol 1.56 pm, kol orani 1.60, sentromer indeksi %

38.42, nispi boyu % 17.82°dir.

Kromozom II: Kromozomun toplam boyu 3.70 pm olarak 6l¢tilmiistiir. Uzun kol 2.3
um, kisa kol 1.40 pum, kol oranmi 1.64, sentromer indeksi % 37.84, nispi boyu %
16.24 tiir.

Kromozom III: Kromozomun toplam boyu 3.35 pum olarak 6l¢tilmiistiir. Uzun kol 2.09
um, kisa kol 1.26 pum, kol oranmi 1.66, sentromer indeksi % 37.61, nispi boyu %
14.71°dir.

Kromozom IV: Kromozomun toplam boyu 3.14 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.90
um, kisa kol 1.24 pm, kol orani 1.53, sentromer indeksi % 39.49, nispi boyu %
13.78"dir.

Kromozom V: Kromozomun toplam boyu 3.04 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.74
pum, kisa kol 1.30 pum, kol orani 1.34, sentromer indeksi % 42.76, nispi boyu %
13.35tir.

Kromozom VI: Kromozomun toplam boyu 2.89 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.72
pum, kisa kol 1.17 pum, kol oran1 1.47, sentromer indeksi % 40.48, nispi boyu %
12.69’dur.

Kromozom VII: Toplam boyu 2.60 um olarak 6l¢tilmiistiir. Uzun kol 1.42 pm, kisa kol
1.18 um, kol oran1 1.20, sentromer indeksi % 45.38, nispi boyu % 11.41°dir.

Onobrychis fallax tiirlinlin karyotip analizi i¢in yapilan dlgiimler Cizelge 4.3’te

verilmistir.
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Cizelge 4.3. Onobrychis fallax tiiriiniin kromozom tipleri ve uzunluklar1

K. Kromozom kollar1 Toplam  Satelit Kol oran1  Nispi boy  Sentromerik Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol  Kisa kol (um) (Sembol)
) (K)
I 2,50+0,39 1,50+0,14 4,06+0,50 - 1,60+0,17 17,82+0,42 38,42+2,65 m
I 2,30+0,20 1,40+0,28 3,70+0,40 - 1,64+0,33 16,24+0,22  37,84+4,37 m
1 2,09+0,32 1,26+0,13 3,35+0,44 - 1,66+0,11 14,71£0,29 37,61+1,64 m
IV 1,90+0,20 1,24+0,25 3,14+0,27 - 1,53+0,39 13,78+0,16 39,49+6,02 m
vV  1,7440,12 1,30+0,19 3,04+0,26 - 1,34+0,17 13,35+0,14 42,76+3,26 m
VI 1,7240,12 1,17+0,23 2,89+0,24 - 1,47+0,28 12,69+0,14 40,48+4,76 m
VII  1,42+0,18 1,18+0,12 2,60+0,28 - 1,20+0,11 11,41+0,18 45,38+2,21 m

Haploid kromozom uzunlugu: 22,78 um

Rakamlar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.1.4. Onobrychis lasistanica tiiriiniin kromozom 6zellikleri

Bu tiirde kromozom o6zelliklerini belirlemek icin hematoxylin-iron boyama
yontemi uygulanmigtir. Tiirliin kromozom sayis1 2n=28 (x=7) olarak bulunmustur ve

kromozomlara ait elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

Kromozom o6zellikleri: Calismada incelenen diger tiirlerden farkli ploidi seviyesine
sahiptir. Tim kromozomlar1 median bdolgeli olarak gozlenmis ve satalit
bulunmamaktadir. Tiire ait hiicre fotografi, karyogram ve ideogram sekil 4.4’te

verilmistir.

Kromozom I: Tiire ait en uzun kromozomdur ve toplam boy 4.20 um uzunluktadir.
Uzun kol 2.49 pum, kisa kol 1.71 um, kol oranm1 1.46, sentromer indeksi % 40.71, nispi
boyu % 8.84’tiir.

Kromozom II: Kromozomun toplam boyu 4.02 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 2.34

pum, kisa kol 1.68 um, kol oran1 1.39, sentromer indeksi % 41.79, nispi boyu % 8.46°dur.
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Kromozom III: Kromozomun toplam boyu 3.89 um olarak 6l¢tilmiistiir. Uzun kol 2.22

um, kisa kol 1.67 um, kol oran1 1.33, sentromer indeksi % 42.93, nispi boyu % 8.18’dir.

Kromozom IV: Kromozomun toplam boyu 3.69 um olarak ol¢tilmiistiir. Uzun kol 2.15

um, kisa kol 1.54 um, kol oran1 1.40, sentromer indeksi % 41.73, nispi boyu % 7.76dur.

Kromozom V: Kromozomun toplam boyu 3.66 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 2.12

um, kisa kol 1.54 um, kol oran1 1.38, sentromer indeksi % 42.08, nispi boyu % 7.70’tir.

Kromozom VI: Kromozomun toplam boyu 3.55 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 2.12

um, kisa kol 1.43 um, kol oran1 1.48, sentromer indeksi % 40.28, nispi boyu % 7.47°dir.

Kromozom VII: Kromozomun toplam boyu 3.41 pum olarak 6lgiilmiistiir. Uzun kol
2.04 pm, kisa kol 1.37 um, kol orani 1.49, sentromer indeksi % 40.18, nispi boy %
7.17°dir.

Kromozom VIII: Kromozomun toplam boyu 3.31 pum olarak 6lgiilmiistiir. Uzun kol
1.87 um, kisa kol 1.44 pum, kol oran1 1.30, sentromer indeksi % 43.50, nispi boy %
6.96’d1r.

Kromozom IX: Kromozomun toplam boyu 3.16 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.77

pum, kisa kol 1.39 um, kol oran1 1.27, sentromer indeksi % 43.99, nispi boy % 6.65’tir.

Kromozom X: Kromozomun toplam boyu 3.09 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.75

pum, kisa kol 1.34 um, kol oran1 1.31, sentromer indeksi % 43.37, nispi boy % 6.50’dir.

Kromozom XI: Kromozomun toplam boyu 3.01 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.73

um, kisa kol 1.28 pum, kol oran1 1.35, sentromer indeksi % 42.52, nispi boy % 6.33’tiir.
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Kromozom XII: Kromozomun toplam boyu 2.92 um olarak dlgiilmiistiir. Uzun kol
1.73 pm, kisa kol 1.19 pum, kol oran1 1.45, sentromer indeksi % 40.75, nispi boy %
6.14°tiir.
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Kromozom XIII: Kromozomun toplam boyu 2.90 um olarak 6lgtilmiistiir. Uzun kol

1.58 um, kisa kol 1.32 pum, kol oram 1.20, sentromer indeksi % 45.52, nispi boy %
6.10’dur.

Kromozom XIV: Kromozomun toplam boyu 2.72 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol

1.52 pum, kisa kol 1.20 um, kol oranmi 1.27, sentromer indeksi % 44.12, nispi boy %
5.72’dir.

Onobrychis lasistanica tiriinlin karyotip analizi i¢in yapilan dl¢iimler Cizelge

4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Onobrychis lasistanica tiirliniin kromozom tipleri ve uzunluklar1

K. Kromozom kollar1 Toplam Kol oran1  Nispi boy Sentromerik Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol  Kisa kol (um)
L) X)

I 2,49+0,26 1,71+£0,29 4,20+0,22 1,46+£0,42 8,84+0,19 40,71+6,00 m
I 2,34+0,18 1,68+0,26 4,02+0,37 1,39+0,18 8,46+0,07 41,79+3,45 m
mr  2,2240,31 1,67+0,21 3,89+0,47 1,33+0,13 8,18+0,16 42,93+2,42 m
IV 2,15+0,20 1,54+0,26 3,69+0,40 1,40+£0,21 7,76+0,09 41,73£3,55 m
vV 2,1240,33 1,54+0,19 3,66+0,38 1,38+0,28 7,70+0,08 42,08+4,82 m
VI 2,12+0,40 1,43+0,17 3,55+0,37 1,48+0,42 7,47+0,09 40,28+6,33 m
VII  2,01+0,30 1,37+0,07 3,41+0,30 1,49+0,24 7,14+0,11 10,18+4,16 m
viar  1,87+0,17 1,44+0,20 3,31+0,29 1,30+£0,22  6,96+0,10 43,50+3,65 m
IX 1,77£0,20 1,394+0,13 3,16+0,35 1,27+0,11  6,65+0,10 43,99+2,26 m
X 1,75+£0,16 1,34+0,17 3,09+0,29 1,31+£0,15 6,50+0,06 43,37+2,86 m
Xl  1,7320,20 1,28+0,17 3,01+0,22 1,35+0,27 6,33+0,07 42,5244,55 m
XII  1,73£0,20 1,19+0,22 2,92+0,23 1,45+0,48 6,14£0,07 40,75£6,23 m
X  1,58+0,12  1,3240,15 2,90+0,22 1,20+£0,09 6,10+0,08 45,52+3,45 m
XV 1,5240,07 1,20£0,11 2,72+0,17 1,27+£0,07 5,72+0,15 44,12+1,43 m

Haploid kromozom uzunlugu: 47,53 um

Rakamlar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
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4.1.5. Onobrychis pisidica tiiriiniin kromozom 6zellikleri

Bu tiirde kromozom ozelliklerini belirlemek i¢in feulgen boyama yontemi
uygulanmistir. Tirlin  kromozom sayist 2n=14 (x=7) olarak bulunmustur ve

kromozomlara ait elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

Kromozom ozellikleri: Tiirlin tim kromozomlar1 median bdolgelidir. Kromozom
uzunluklar1 birbirine yakin bulunmustur. I numarali kromozomda satalit tespit

edilmistir. Tire ait hiicre fotografi, karyogram ve ideogram sekil 4.5°te verilmistir.

Kromozom I: Tiire ait en uzun kromozomdur ve 2.67 pm olarak oOlciiliistiir.
Kromozomda 0,52 pum uzunlugunda satalit tespit edilmistir. Uzun kol 1.28 pum, kisa kol

0.87 um, kol oran1 1.47, sentromer indeksi % 32.58, nispi boy % 19.53tir.

Kromozom II: Kromozomun toplam boyu 2.10 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.19

um, kisa kol 0.91 um, kol oran1 1.31, sentromer indeksi % 43.33, nispi boy % 15.36’dir.

Kromozom III: Kromozomun toplam boyu 1.92 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.16

um, kisa kol 0.76 um, kol oran1 1.53, sentromer indeksi % 39.58, nispi boy % 14.05°dir.

Kromozom IV: Kromozomun toplam boyu 1.91 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.12

um, kisa kol 0.79 pum, kol oran1 1.42, sentromer indeksi % 41.36, nispi boy % 13,97 tiir.

Kromozom V: Kromozomun toplam boyu 1.83 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.06

um, kisa kol 0.77 um, kol oran1 1.38, sentromer indeksi % 42.08, nispi boy % 13.39’tir.

Kromozom VI: Kromozomun toplam boyu 1.73 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 0.93

pum, kisa kol 0.8 pm, kol orani 1.16, sentromer indeksi % 46.24, nispi boy % 12.66’dir.
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Kromozom VII: Kromozomun toplam boyu 1.59 pm olarak olgiilmiistiir. Uzun kol
0.85 um, kisa kol 0.74 um, kol oranmi 1.15, sentromer indeksi % 46.54, nispi boy %

11.63’dir.

Onobrychis pisidica tirlinlin karyotip analizi i¢in yapilan Olctimler Cizelge

4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Onobrychis pisidica tiirtiniin kromozom tipleri ve uzunluklar1

K. Kromozom kollart Toplam Satelit Kol oran Nispi boy  Sentromerik  Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol Kisa kol (um)
L) (K)

T 1288030 0,87+021 2,67+0,40 0,52+0,12 1,47£0,73 19,53%0,95  32,58+6,49 m

0 1,19¢0,15 0,91£0,08 2,10£0,17 - 1,3140,23  15,35£0,43  43,33+5,60 m

M 1,16£0,20 0,76£0,11  1,92+0,10 - 1,53£0,23  14,05+0,34  39,58+4,17 m

IV 1,12£0,05 0,79+0,15 1,91+0,14 - 1,4240,31  13,97£0,34  41,36+5,18 m

Vo 1,06£0,12  0,77+0,05  1,83%0,13 - 1,38£0,17  13,39+0,28  42,0843,18 m

VI 0,93+0,11  0,80£0,07 1,73£0,15 - 1,16£0,13  12,66£0,33  46,2442,58 m
VII  0,85+0,08 0,74+0,09 1,59+0,13 - 1,15£0,16  11,63+0,23  46,54+333 m

Haploid kromozom uzunlugu: 13,75 im

Rakamlar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.1.6. Onobrychis podperae tiiriiniin kromozom 6zellikleri

Bu tiirde kromozom o6zelliklerini belirlemek i¢in hematoxylin-iron boyama
yontemi uygulanmigtir. Tiirliin kromozom sayis1 2n=14 (x=7) olarak bulunmustur ve

kromozomlara ait elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

Kromozom o6zellikleri: I ve II numarali kromozomlar submedian bdlgeli olup digerleri
median bolgeli olarak gbézlenmistir. Tiire ait hiicre fotografi, karyogram ve ideogram

sekil 4.6’da verilmistir.
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Kromozom I: Tiiriin en uzun kromozomudur. Boyu 4.10 um olarak 6l¢tilmiistiir. Uzun
kol 2.70 pwm, kisa kol 1.40 um, kol orani1 1.93, sentromer indeksi % 34.15, nispi boy %
18.11°dir.

Kromozom II: Toplam boyu 3.85 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 2.59 um, kisa kol
1.26 um, kol oran1 2.06, sentromer indeksi % 32.73, nispi boy % 17.01°dir.

Kromozom III: Toplam boyu 3.44 um olarak 6l¢tilmiistiir. Uzun kol 2.16 um, kisa kol
1.28 um, kol oran1 1.69, sentromer indeksi % 37.21, nispi boy % 15.19°dur.

Kromozom IV: Toplam boyu 3.23 pum olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.93 um, kisa kol
1.30 um, kol oran1 1.48, sentromer indeksi % 40.25, nispi boy % 14.27°dir.

Kromozom V: Toplam boyu 2.94 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.62 um, kisa kol
1.32 pum, kol oran1 1.23, sentromer indeksi % 44.90, nispi boy % 12.99°dur.

Kromozom VI: Toplam boyu 2.64 pm olarak ¢In6lméotor. Uzun kol 1.51 pm, kisa kol
1.13 um, kol oran1 1.34, sentromer indeksi % 42.80, nispi boy % 11.66°dur.

Kromozom VII: Toplam boyu 2.44 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.40 pm, kisa kol
1.04 um, kol oran1 1.35 pum, sentromer indeksi % 42.62, nispi boy % 10.78’dir.

Onobrychis podperae tiiriniin karyotip analizi i¢in yapilan ol¢timler Cizelge

4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Onobrychis podperae tiiriiniin kromozom tipleri ve uzunluklar

40

K. Kromozom kollar1 Toplam Kol oran1  Nispi boy  Sentromerik Sentromer

No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol  Kisa kol (um)
L) X)

I 2,770+0,17 1,40+0,30 4,10+0,38 1,93+0,40 18,11+0,41 34,15+4,61 sm

I 2,59+0,58 1,26+0,15 3,85+0,64 2,06+£0,47 17,01+0,60 32,73+4,87 sm

I 2,16£0,36  1,28+0,12 3,44+0,36 1,69+0,36 15,19+0,29 37,21+5,38 m

IV 1,93£0,31 1,30+0,11 3,23+0,42 1,48+0,13 14,27+0,37 40,25+2,12 m

Vo 1,6240,23  1,32+0,06 2,94+0,27 1,23+0,16  12,9940,08 44,90+3,36 m

VI 1,51£0,07 1,13+0,12 2,64+0,17 1,34+0,12 11,66+0,24 42,80+2,22 m
VII  1,40+0,16 1,04+0,16 2,44+0,24 1,35+0,23 10,7840,49 42,62+4,21 m
Haploid kromozom uzunlugu: 22,64 pm

Rakamlar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.1.7. Onobrychis sulphurea tiiriiniin kromozom 6zellikleri

Kromozom sayisi: 2n=14, x=7

Kromozom o6zellikleri: 11 ve III numarali kromozomlar submedian bolgeli olarak

gozlenmistir. Diger kromozomlar median bdlgelidir. Ayrica II numarali kromozomda

satalit tespit edilmistir. Tiire ait hiicre fotografi, karyogram ve ideogram sekil 4.7’de

verilmistir.

Kromozom I: Tiiriin en uzun kromozomudur. Boy 4.30 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun

kol 2.66 pum, kisa kol 1.64 um, kol oran1 1.62, sentromer indeksi % 38.14, nispi boy %
17.72°dir.

Kromozom II: Kromozomun toplam boyu 3.97 um olarak olciilmiistiir. Ayrica bu

kromozomda 1.16 um uzunlugunda bir satalit gézlenmistir. Uzun kol 1.84 um, kisa kol

0.97 pum, kol orani 1.90, sentromer indeksi % 24.43, nispi boy % 16.36’dr.
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Kromozom III: Kromozomun toplam boyu 3.66 um olarak ol¢iilmiistiir. Uzun kol 2.35

um, kisa kol 1.31 um, kol oran1 1.79, sentromer indeksi % 35.79, nispi boy % 15.08"dir.

Kromozom IV: Kromozomun toplam boyu 3.36 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 2.06

um, kisa kol 1.30 pum, kol oran1 1.58, sentromer indeksi % 38.69, nispi boy % 13.84’tiir.

Kromozom V: Kromozomun toplam boyu 3.18 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.84
um, kisa kol 1.34 pm, kol orami 1.37, sentromer indeksi % 42.14, nispi boy %
13.10°dur.

Kromozom VI: Kromozomun toplam boyu 3.03 um olarak 6l¢iilmiistiir. Uzun kol 1.66

um, kisa kol 1.37 um, kol oranm1 1.21, sentromer indeksi % 45.21, nispi boy % 12.48’dir.
Kromozom VII: Kromozomun toplam boyu 2.77 pm olarak olgiilmiistiir. Uzun kol
1.50 um, kisa kol 1.27 um, kol orani 1.18, sentromer indeksi % 45.85, nispi boy %

11.41°dir.

Onobrychis sulphurea tiirlinlin karyotip analizi i¢in yapilan Slgiimler Cizelge

4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Onobrychis sulphurea tiiriiniin kromozom tipleri ve uzunluklari

K. Kromozom kollart Toplam Satelit Kol oran Nispi boy  Sentromerik  Sentromer
No (um) uzunluk (U/K) (%) indeks pozisyonu
Uzun kol Kisa kol (um)
L) (K)

I 2,66£0,30 1,64+0,17 4,30+0,38 R 1,62+0,22  17,72+0,54  38,14+3,25 m

I 1,84+0,18 0,97+0,08 3,97£022 1,16+0,24 1,90£0,26 16,36+0,33  24,43£1,63 sm

m  2,35¢0,26  1,3140,25  3,66+0,25 - 1,79£0,66  15,08+£0,20  35,79+6,29 sm

IV 2,06£0,35 1,30+0,12  3,36+0,35 - 1,58+0,34  13,84+0,27  38,69+5,17 m

Vo 1,84£0,19  1,34+020  3,18+0,30 - 1,3740,23  13,10£025  42,14+3,97 m

VI 1,66+0,13 1,37+0,14  3,03+0,22 - 1,2120,15  12,48+0,16  452142,95 m
VII  1,50£0,17  1,27+0,13  2,77+0,30 - 1,18+0,04  11,41£0,34  45,85+0,86 m

Haploid kromozom uzunlugu: 24,27 um

Rakamlar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
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4.2. Gézlem Yapilan Korunga Tiirlerinin Dendogram Ozellikleri

Karyotip 6l¢iimleri yapilan 7 tiirde filogenetik iliskiyi belirlemek i¢in hiyerarsik
kiimeleme analizi yapilmis ve dendogram olusturulmustur (Sekil 4.8). Kiimeleme
analizi i¢in her tiire ait [ numarali kromozomun uzun kol, kisa kol, toplam uzunluk,
satalit, kol orani, nispi boy ve sentromerik indeks Ol¢timleri kullanilmistir. Dendogram
sonuglarina gore 3 grup ortaya ¢ikmistir. 1. grupta O. fallax, O. sulphurea, O. beata ve
O. lasistanica tirleri, 2. grupta sadece O. cilicia tirii ve 3. grupta O. pisidica ve O.

podperae tiirleri bulunmaktadir.

@ fallax @ sulphirea O beata @ lasistanica & eilicia . pistdica Q. podperae

1. grup

2. grup 3. grup

Sekil 4.8. Karyotip 6zellikleri yoniinden ele alinan 7 tiire ait kiimeleme analizi sonucu
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5. TARTISMA

Onobrychis cinsi Onobrychis seksiyonuna ait 7 korunga tiirii (O. fallax, O.
sulphurea, O.cilicica, O. pisidica, O. beata, O. podperae, O.lasistanica) lizerinde
karyolojik gdzlemler yapilmistir. Incelenen tiirlerin tamami endemik olup O. fallax tiirii
disinda diger tiirlerin karyotip analizleri ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢aligmaya

rastlanmamuistir.

Kromozom sayilar1 ve morfolojilerinin belirlenebilmesi i¢in ilk agamada hiicre
boliinmesini durdurmak gerekmektedir. Bu amagla, cok farkli yontemler ve kimyasal
cozeltiler kullanilabilmektedir. Daha Once yapilan calismalar degerlendirildiginde
eriyen buz yontemi ve o-monobromo naftalin ¢ézeltisinin ilk islem i¢in uygun oldugu
goriilmiistiir. Oncelikle O. pisidica tiiriinde kok uglar1 4 °C'de 24 saat boyunca eriyen
buz i¢cinde bekletilerek ilk islem yapilmistir. Bu tiirde boyamanin 1yi oldugu goriilmiis
ve karyotip analizleri i¢in goriintii alinmistir. Bununla birlikte, bu yontemin kullanildig:
diger tiirlerde iyi bir boyama saglanamamis ve kromozom boylar1 kiigiilmiistiir.
Yaptigimiz calismaya benzer sekilde Akgelik (2012), baz1 korunga tiirleri {izerinde ilk
islem i¢in eriyen buz yontemini kullanmis ve kromozomlarin kisalip kalinlasarak
kontrakte oldugunu bildirmistir. Tirler arasinda kromozom kisalmas1 ve kalinlagsmasi
nedeniyle goriilen bu degiskenlikler karyotip analizleri i¢cin uygun degildir (Akgelik,
2009). Bu nedenle diger 6 tiirde yapilan ilk islem uygulamalarinda % 0.5'lik -
monobromo naftalin ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu yontemde kok uglart % 0.5'lik -
monobromo naftalin ¢6zeltisi igerisinde 4 °C'de 4 saat siire ile bekletilmistir. Bu ilk
islem uygulamasimin yapildig 6 tiirde hiicre boliinmesi durdurulmus, basarili bir sekilde
boyanma saglanmis ve kromozomlarda bir kisalmaya rastlanmamaistir. Elena (2006) ve
Hejazi and Mahdi (2010), baz1 korunga tiirler1 lizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda ilk islem
cozeltisi olarak a-monobromo naftalin ile 4 saat boyunca bekletmenin basarili oldugunu
belirtmislerdir. Oztiirk et al. (2009) ve Arslan et al. (2012)’ne gore ise kok uglarmin

ayni ¢Ozelti icerisinde 16 saat siire ile bekletilmesi basarili sonuglar vermistir.
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Hiicrelerde kromozom gozlemi yapabilmek icin ikinci agsamada canli olan bu
materyalin normal hayattaki haline en yakin go6zikecek sekilde oOldiiriilmesi
gerekmektedir. Yapilan incelemeler sonucu boyama tipine gore degismekle birlikte
tespit islemi i¢in korunga tiirlerinde en yaygin olarak absolii etil alkol + glasiyal asetik
asit ¢ozeltisi (3:1) ve % 10 formaldehit + % 1 kromik asit (1:1) ¢ozeltisi kullanilmistir.
Calismamizda ilk olarak O. pisidica tiiriinde feulgen boyamasi yapildigi icin tespit
isleminde 24 saat siire ile absolii etil alkol + glasiyal asetik asit ¢ozeltisi (3:1)
kullanilmistir. Bununla birlikte, hematoxylin-iron boyamasi yapildiginda tespit i¢in 16
saat siire ile % 10 formaldehit + % 1 kromik asit (1:1) ¢ozeltisi kullanilmistir. Tespit
islemi i¢in Hejazi and Mahdi (2010), % 10 formaldehit + % 1 kromik asit (1:1) ¢ozeltisi
kullanarak iyi bir boyama elde etmis ve kromozom goriintiisii almistir. Yine Abou-El-
Enain (2002), absolii etil alkol + glasiyal asetik asit ¢ozeltisi (3:1) kullanarak iyi
derecede tespit islemi gerceklestirmistir. Tespit cozeltisinden c¢ikartilan kok uglart
Hejazi and Mahdi (2010)’nin bildirdigi sekilde 3 saat siire ile saf su icerisinde

bekletilmis ve bu sayede boyamanin arttig1 goriilmiistir.

Kromozom gozlemlerinde tigiincli asamada hidroliz islemi ile dokular:
birbirinden aywrip tek diizleme yayilmasmni kolaylastirarak hiicrelerin daha 1yi
boyanmasini ve ayni zamanda kromozomlarin da daha net goriilebilmesi amaglanmastir.
Bu caligmada hidroliz islemi i¢in boyama tipine gore degisen iki farkli ¢ozelti
kullanilmistir. O. pisidica tiiriinde feulgen boyamasi i¢in Abou-El-Enain (2002), Elena
(2006), Oztiirk et al. (2009), Akgelik et al. (2012) ve Arslan et al. (2012)’nin
bildirdikleri sekilde 1 N HCI ¢ozeltisi 12 dakika siire ile diger tiirlerde ise Zarifi (2009),
Hejazi and Mahdi (2010) ve Ghanavati et al. (2012)’nin bildirdikleri sekilde
hematoxylin-iron boyamasit i¢cin 1 N NaOH kullanilmistir. Calismamizda su
banyosundaki hidroliz sicakligi 60 °C olup hidroliz siiresi tiirlere gore degismistir. O.
pisidica tiuriinde 12 dakika, O. sulphurea tiriinde 7 dakika, O. fallax, O. beata ve O.
podperae tiirlerinde 10 dakika, O. cilicica ve O. lasistanica tiirlerinde 12 dakika
bekletme siiresi basarili sonug vermistir. Yildirim (2007), yaptig1 ¢alismada bu siirenin

tiirlere gore degistigini belirlemistir.



46

Karyotip gozlemleri yapabilmek icin dordiincii asama boyama islemidir.
Kullanilan  hidroliz  ¢ozeltisi, hangi boyama yOnteminin kullanilacagini da
belirlemektedir. Bu sebeple, 1 N HCI c¢ozeltisi ile hidroliz edilen O. pisidica tiirii
iizerinde 1 saat siire ile feulgen boyamasi yapilmis ve ardindan 15 dakika aseto-orsein
cozeltisinde bekletilmistir. Bu tiirde kromozom boyanmasi ve kalitesi ayni yontemi
kullanan Sepet et al. (2011)’nin bildirdigi sekilde 1yi olmustur. Ayrica, feulgen
boyamasi ile Abou-El-Enain (2002), ve Akcelik et al. (2012), farkli korunga tiirlerinde
1yl sonuclar elde etmislerdir. Diger tiirlerde ise Hejazi and Mahdi (2010) ve Ghanavati
et al (2012)’nin bildirdikleri gibi hidrolizde 1 N NaOH kullanilmis ve boyama
hematoxylin-iron ¢6zeltisi ile 3-4 saat siirede karanlikta yapilmistir. Bununla birlikte, bu
boyama yonteminde kok uglar1 boyama sonrasi sertlesmis ve preparat yapimi

zorlasmistir. Ghanavati et al. (2012)’nin bildirdigi gibi kok uglar1 belirli siirelerde hiicre

ceperini yumusatan enzimler ile muamele edilmis ve preparatlar kolaylikla yapilmstir.

Mikroskopta kromozomlari tek diizleme yayilmis sekilde incelemek i¢in ezmeyi
kolaylastirict ya da boyamayi artirict bazi ¢ozeltilerin kullanilmast gerekebilir.
Boyamanin yetersiz oldugu durumlarda bazi arastiricilar ezme preparat yapimi sirasinda
aseto-karmin (Abou-El-Enain, 2002), laktopropiyonik-orsein (Akgelik et al., 2012),
aseto-orsein (Arslan et al., 2012) veya % 45 asetik asit ve laktik asit (10:1) gibi ilave
boya ¢ozeltileri kullanmislardir. Bu calismada, ezme preparat yapimi sirasinda feulgen
boyamas1 yapilan kok uglart i¢cin laktopropiyonik-orsein ¢ozeltisi, hematoxylin-iron
boyamas1 yapilmis kok uclari i¢in ise % 45 asetik asit ve laktik asit ¢ozeltisi (10:1)
kullanilmistir. Bu sayede ezme islemi kolaylikla yapilmis, boyama arttirilmis ve alinan

gortintiilerde kromozomlar tek diizleme yayilmistir.

Bir genotipte karyolojik gozlemler yapabilmek i¢in en az 5 farkli kromozom
ozelliginin karsilastirilmasi gerekmektedir (Stebbins, 1970). Bu 6zellikler, kromozom
biiytikligli, kromozom nispi biiyilikliigii, sentromer pozisyonu, temel kromozom sayis1
ve satalit sayisi ile pozisyonu olarak belirtilmistir. Bu ¢alismada yapilan karyotip
analizlerinde Hejazi and Mahdi (2010); Akgelik et al. (2012) ve Ghanavati et al.
(2012)’nin bildirdigi sekilde oncelikle kol boylari, varsa satalit uzunlugu belirlenmis ve

sonra toplam boy hesaplanarak bu dlgiimler iizerinden diger degerler hesaplanmaistir.
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Yapilan karyotip analizlerine gore incelenen 7 tiirde temel kromozom sayis1 x=7
olarak belirlenmistir. Korunga tiirleri tlizerinde yapilan diger c¢alismalarda temel
kromozom sayilarinin benzer sekilde x=7 veya x=8 oldugu belirtilmistir (Abou-El-
Enain 2002; Hejazi and Mahdi, 2010; Ghanavati et al., 2012). Bununla birlikte, yapilan
gozlemler sonucu O. lasistanica tiiriiniin tetraploid (2n=28), diger tiirlerin ise diploid
(2n=14) oldugu tespit edilmistir. Genellikle korunga tiirlerinde ploidi seviyesi diploid
olup bazi tiirlerde tetraploid ploidi seviyesine rastlanmaktadir. Polishvaiko and
Kononenko (1974), kiiltiir korungasi (O. viciifolia) tizerinde yaptiklar1 karyolojik
incelemelerde bu tiiriin tetraploid ploidi seviyesine sahip oldugu goérmiislerdir. Ayni
sekilde, Omobrychis altissima Grossh. ve Onobrychis arenaria (Ornduff, 1968)
tiirlerinde de tetraploid ploidi seviyesi tespit edilmistir. Incelenen tiirlerin kromozomlar1
sentromer bolgelerine gore median bolgeliden submedian bolgeliye kadar degismistir.
Korunga tiirleri iizerinde yapilan bir¢ok calismada (Hejazi and Mahdi, 2010; Sepet et
al., 2011; Ghanavati et al., 2012) kromozomlarin mediandan submediana kadar degistigi
belirtilmistir. Sepet et.al., (2011) yaptiklar1 ¢alismada Onobrychis fallax Freyn & Sint.
var. fallax taksonunun ploidi seviyesinin diploid, temel kromozom sayisinin ise x=7
oldugunu belirlemislerdir. Ayn1 zamanda, tiim kromozomlarin median sentromerli
oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada O. fallax tiiriinlin yeni tanimlanan varyetesi
(var. longifolia Aktoklu var. Nov) calisiimistir. Bu calismada da Sepet et al. (2011)
calismasina benzer sekilde ploidi seviyesi, somatik kromozom sayisi, temel kromozom

say1s1 ve sentromer bdlgesine gore kromozomun durumu ayni ¢ikmustir.

Karyotip 6zellikleri incelenen 7 tiirde olusturulan dendogram sonuglarina gore 3
grup ortaya ¢ikmistir. Dendogram sonuglarina gore, O. beata ve O. lasistanica tiirleri
ayni grup icerisinde yer alirken, yine O. podperae ve O. pisidica tiirleri ayr1 bir grup
icerisinde ayni kiimede yer almiglardir. Avei et al. (2013) bazi korunga tiirlerinin polen
ozellikleri iizerine yaptiklari calismada O. podperae ve O. pisidica tiirlerinin ayn1 grupta
yer aldigmi bildirmislerdir. Yine Avci et al. (2014) farkh korunga tiirleri iizerinde SSR
markirlariyla yaptiklar1 calismada O. beata tiri ile O. lasistanica tiirlerinin ayni
kiimede yer aldigmi tespit etmisledir. Bu bulgulara benzer sekilde, Avci (2010)

Onobrychis seksiyonu icerisinde yer alan bazi korunga tiirlerinin morfolojik
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ozelliklerini dikkate alarak kiimeleme analizi yapmis ve yukaridaki bahsedilen tiirlerin

birbirine yakin gruplar icerisinde yer aldigini bildirmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Onobrychis cinsi Onobrychis seksiyonuna ait 7 endemik korunga
tiirii iizerinde karyolojik ¢alismalar yapilmistir. Incelenen tiirlerde temel kromozom
sayist x=7 olarak bulunmustur. Ayrica, diploid (2n=14) ve tetraploid (2n=28) ploidi
seviyeleri tespit edilmistir. Caligilan tiirlerin kromozomlar1 median ya da submedian
bolgeli oldugundan cinsin karyotip 6zelliginin simetrik oldugu sonucuna varilmistir.
Kromozom gdzlemleri yapilan ve karyolojik 6zellikleri belirlenen tiirlerin 6zet bilgileri

asagida verilmistir.

O. beata tirliniin somatik kromozom sayismin (2n) 14 oldugu ve ploidi
seviyesinin diploid oldugu kaydedilmistir. Tiim kromozomlarmin median sentromerli

oldugu ve satalit bulunmadig1 goriilmiistiir.

O. cilicica tirtinde ploidi seviyesi diploid ve somatik kromozom sayist (2n) 14
olup I, II ve IV numarali kromozomlar submedian, digerleri median 6zelliktedir. Ayrica,

I numarali kromozomda satalit tespit edilmistir.

O. fallax tiriiniin somatik kromozom sayisinin (2n) 14 ve ploidi seviyesinin
diploid oldugu kaydedilmistir. Tim kromozomlarmn median sentromerli oldugu

belirlenmistir.

O. lasistanica tiirlinde somatik kromozom sayisinin (2n) 28 ve ploidi seviyesinin
tetraploid oldugu belirlenmistir. Tiim kromozomlarin sentromer pozisyonuna gore

median oldugu goriilmiistiir.

O. pisidica, tiirlinlin ploidi seviyesi diploid, somatik kromozom sayisinin ise (2n)
14 oldugu tespit edilmistir. Ayrica, tiim kromozomlar1 median sentromerli ve I numarali

kromozomunda satalit tespit edilmistir.
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O. podperae tiiriinde ploidi seviyesi diploid ve somatik kromozom sayis1 (2n) 14
olarak kaydedilmistir. I ve II numarali kromozomlarinin submedian sentromerli, diger

kromozomlarmin ise median sentromerli oldugu goriilmiistiir.

O. sulphurea tiriiniin ploidi seviyesinin diploid ve somatik kromozom sayisinin
(2n) 14 oldugu tespit edilmistir. II ve III numarali kromozomlarmin submedian,
digerlerinin ise median sentromerli oldugu ve Il numarali kromozomda satalit oldugu

tespit edilmistir.

Tirlere ait ploidi seviyeleri, somatik kromozom sayilari, satalit durumlar1 ve

basar1 saglanan boyama yontemleri Cizelge 6.1.'de verilmistir.

Cizelge 6.1. Incelenen 7 korunga tiiriine ait somatik kromozom sayilari, kromozom
ozellikleri ve uygulanan boyama yontemleri

No Tiir Ad1 Ploidi seviyesi ve somatik Satalit Boyama yontemi
kromozom sayisi durumu
1 g.n{;al .lel(;z;;avar' Diploid, 2n = 14 - Hematoxylin-iron
2 O. sulphurea Diploid, 2n = 14 + Hematoxylin-iron
3 O.cilicica Diploid, 2n = 14 + Hematoxylin-iron
4  O. pisidica Diploid, 2n = 14 + Feulgen
5 0. beata Diploid, 2n =14 - Hematoxylin-iron
6  O. podperae Diploid, 2n = 14 - Hematoxylin-iron
7 0. lasistanica Tetraploid, 2n = 28 - Hematoxylin-iron

Incelenen tiirler arasinda akrabalik iliskilerinin belirlenebilmesi i¢in kromozom
ozelliklerine bagli olarak yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi sonucunda 3 grup
olusmustur. Bu sitotaksonomik analiz sonucunda daha 6nce Avci vd. (2014) tarafindan
yapilan morfolojik ve molekiiler markir c¢alismalarina benzer sekilde gruplamalar
olusmustur. Boylece ozellikle O. beata ve O. lasistanica tiirleri ile O. pisidica ve O.

podperae tiirleri arasindaki akrabalik iligkilerinin yiiksek oldugu kanisina varilmistir.

Korunga kurak ve yar1 kurak bolgelerde yetisme potansiyeline sahip ¢cok dnemli
bir baklagil yem bitkisidir. Bununla birlikte, piyasanmn isteklerine uygun ¢esit 1slahi

konusunda iilkemizde smirli sayida calisma vardir. Ozellikle, iilkemizde korungada
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biyotik ve abiyotik stres kosullara dayaniklilik i¢in kullanilabilecek ¢ok sayida yabani
korunga tiirii dogal olarak yetismektedir. Bu tiirler mevcut ve gelecekte karsilasilacak
problemlerin ¢oziimiinde yardimci olabilir. Bu nedenle bu tiirlerin kromozom
yapilariyla ilgili bilgi sahibi olmak 1slah siirecinde kullanimlarmi kolaylastiracaktir.
Kiiltiir korungasiin da i¢inde bulundugu Onobrychis seksiyonuna ait 7 tiiriin karyotipik
ozellikleri, diger tiirler ve kiiltiir tiirleriyle melezlenme olasiliginin belirlenmesi
acisindan faydali olacaktir. Bu calisma sonrasi gelismis kromozom goriintiileme
yontemleriyle daha detayli bir karyotipleme yapilabilir ve bu calismalar birlikte

degerlendirilerek korunga 1slah ¢alismalarinda kullanilabilir.
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