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Oz

Cok yilhk bugdaygil yem bitkisi tirlerinin morfolojik olarak birbirlerine gok benzemeleri, aralarinda kolayca
melezlenerek hibrit tlrler olusturabilmeleri ve dogal varyasyon sebebiyle teshislerinde ciddi sorunlar
yasanmaktadir. Buna ilave olarak bu tlrlerde polyploidi cok yaygindir ve ayni tirtin dahi farkli kromozom
sayllarina sahip formlari mevcuttur. Bundan dolayi ¢ok yillik bugdaygil tirlerine ait genetik kaynaklarin bilimsel
arastirma ve 1slah calismalarinda kullaniimadan 6nce tir teshislerinin dogru bir sekilde yapilarak ploidi
dizeylerinin belirlenmesi zorunludur. Aksi taktirde yapilacak olan melezlemelerde ortaya gikabilecek genetik
uyusmazlik ve kisirlik gibi sorunlar arastiricilarin zaten kit olan emek, zaman ve maddi kaynaklarinin heba
olmasina sebep olmaktadir. Bu ¢alismada, 1slah programlarinda kullanmak amaciyla Dogu Anadolu Bdélgesi
daglik boélgelerinden toplanmis olan 169 bugdaygil yem bitkisi populasyonunun (Festuca sp., Koeleria sp.
ve Agropyron sp.) gekirdek DNA igerikleri flow sitometri yontemi ile ilk defa belirlenmis ve popdlasyonlarin
ploidi diizeyi ile safiyetlerinin belirlenmesinde kullaniimistir. Yapilan ¢ekirdek DNA analizi sonuglarina gére
Festuca populasyonlarinda ploidy diizeyi diploid ile octoploid (2n=14, 28, 42, ve 56) arasinda degisirken
Koeleria popllasyonlarinda diploid (2n=14) ile tetraploid (2n=28) arasinda degistigi belirlenmistir. Bununla
birlikte bazi populasyonlarin ise saf olmayip farkli ploidy diizeyine sahip bitkilerden olustugu saptanmistir.
Calismada incelenen tim Agropyron populasyonlarinin ise diploid (2n=14) oldugu belirlenmistir. Calismada
kullanilan tim populasyonlar gekirdek DNA analiz sonuglarininda yardimiyla taksonomik olarak teshis edilmis
ve isimlendirilmistir.
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Characterisation of Genetic Resources of Perennial Forage
Grasses by Using Flow Cytometry

Abstract

Taxonomic identification of perennial forage grasses is a difficult task due to their morphological
similarities, ability to form interspecific hybrids by crossbreeding and natural variation. Additionally, polyploidy
is very common in those species and there are individuals with different chromosome numbers within the
same species. Therefore, it is necessary to identify plants taxonomically and determine their ploidy levels
before using them in basic scientific research and plant breeding projects. Otherwise, the problems such as
genetic incompatibility and sterility that may occur during the crossings can cause waste of limited resources
of the researchers such as labour, time and money. In this study, nuclear DNA contents of 169 populations
of the forage grasses (Festuca sp, Koeleria sp and Agropyron sp) collected from mountainous areas of
Eastern Anatolia Region to use in breeding programmes were determined for the first time using flow
cytometry and the information obtained from nuclear DNA content analysis was used to determine the ploidy
levels and purity of the populations. According to the results of the study, ploidy levels of Festuca populations
varied between diploid and octoploid (2n=14, 28, 42, and 56) while ploidy levels varied between diploid
(2n=14) and tetraploid (2n=28) in Koeleria populations. In addition, some populations were not pure and
included plants with different ploidy levels. All Agropyron populations analysed in the study were diploid
(2n=14). All populations analysed in the study were taxonomically identified and named with the help of
nuclear DNA analysis.
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Girig

B ugdaygil yem bitkisi turlerinin taksonomisi

oldukg¢a karmasik olup turlerin teshisi ve
siniflandiriimasi ciddi bir uzmanhk
gerektirmektedir. Ayni cins igerisinde yer alan
bugdaygil tirlerinin birbirlerine ¢gok benzemeleri,
aralarinda kolayca melezlenerek hibrit tarler
olusturabilmeleri, poliploidinin yaygin olmasi ve
dogal varyasyon sebebiyle bu tlrlerin
teshislerinde ciddi sorunlar yagsanmaktadir. Bu
nedenlerle bugdaygillere ait genetik kaynaklarin
bilimsel arastirmalarda kullanilmadan 6nce tir
teshislerinin dogru bir sekilde yapilarak ploidi
duzeylerinin belilenmesi zorunludur. Aksi taktirde
cesitli sorunlar (genetik uyusmazlik, kisirlik,
zaman ve emek kaybi) yasanmaktadir. Bitkilerin
ploidi diizeyi geleneksel olarak yavas ve ¢ok fazla
is gucu gerektiren feulgen veya asetokarmin ile
boyanmis kok ucu dokularindan hazirlanmis
preparatlarda mitoz  kromozomlarini  is1k
mikroskobu ile sayarak belirlenmektedir (Karp,
1991). Ancak, yontem genetik kaynak
kolleksiyonlarinda oldugu gibi ¢cok sayida bitki
orneginin analiz edilmesinin gerektigi durumlarda
ploidi dizeyi belirlemede pratik ve kullanigli
degildir. Buna ilave olarak, kromozomlari kiguk
ve ploidi diizeyi ylksek olan tlrlerde bu yontem
ile ploidi analizi oldukga zahmetlidir ve gcogunlukla
da genetik kaynaklarin yanlis siniflandiriimasina
neden olmaktadir (Brummer ve ark., 1999).
Bitkilerin sahip oldugu tim kromozomlar hiicre
¢ekirdeginde bulundugundan, c¢ekirdek DNA
miktari ile ploidi duzeyi arasinda siki bir dogrusal
iliski vardir (Lu et al. 1998). Bu nedenle gekirdek
DNA icerigi esasina gore ploidi analizi giderek
yayginlasmaktadir. Onceleri bitkilerde cekirdek
DNA miktarlar feulgen mikrospektrofotometri ile
belilenmekteydi (Bennett and Smith 1976).
Ancak, son yillarda, kolaylg,, hizi ve
hassasiyetinden dolayl flow sitometri ploidi
analizlerinde tercih edilen metot olmus ve
basariyla kullaniimaktadir (Rayburn et al. 1989;
Heslop-Harrison 1995, Tuna ve ark. 2001, 2005,
2006). Bir bitki hiicresindeki DNA miktari “C” harfi
ile pikogram cinsinden belirtilir. C deg@eri haploid
genom; 2C degeri ise diploid somatik genomun
DNA miktarini ifade etmektedir. Bitkilerin ¢ekirdek
DNA'’ larina ait C degerleri 0.1 pg ile 125 pg
arasinda degismektedir. Pikogram cinsinden
belilenen DNA miktarlari nikleotid baz ciftine
(1pg = 980 Mbp) donustirilebilmektedir (Bennett
and Leitch, 1995). Genom basina ¢ekirdek DNA
miktari hem tek bir bitkinin hicreleri arasinda hem

de ayni tdrin farkh bireyleri arasinda
degismeyerek sabit kalmakta ve bu ylzden de
tirlere 6zel olmaktadir. Cekirdek DNA
miktarlarinin tlrlere 6zel olmasi, ¢cekirdek DNA' si
degerlerini sitotaksonomi ve evrim galismalari igin
vazgecilmez bir temel bilgi yapmaktadir (Bennett
and Leitch 1995). Rees and Walters (1965)
feulgen metodu ile belilenmis ¢ekirdek DNA
miktarlarindan yola c¢ikarak hexaploid olan
ekmeklik bugdayin orjinlendigi yabani bugday
tUrlerini belirlemis ve evrimini incelemistir. Ohri
(1998) bir cins icerisinde ayni kromozom sayisina
sahip ¢ok sayida turin bulundugu durumlar,
varsa turler arasindaki ¢ekirdek DNA igerigi
farkhliklarinin turlerin teshisi ve
siniflandiriimalarinda ¢ok  etkili oldugunu
bildirmistir. Bu ¢calismada; 1slah programlarinda
kullanmak amaciyla tUlkemizin Dodu Anadolu
Bolgesi dogal florasindan toplanmis olan 3
bugdaygil yem bitkisi cinsine (Festuca L.,
Koeleria Pers. ve Agropyron Gaertn.) ait 169 adet
dogal populasyonun ¢ekirdek DNA icerikleri ile
ploidi duizeylerini belirlemek ve elde edilen verileri
kullanarak ttirleri teshis etmek amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Bu calismada; Dogu Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitlisi tarafindan tlkemizin Dogu
Anadolu Bolgesi dogdal florasindan toplanmis olan
3 bugdaygil yem bitkisi cinsine ait genetik kaynak
koleksiyonlarini olusturan 169 populasyon (131
Festuca, 24 Koeleria, ve 14 Agropyron) materyal
olarak kullaniimistir.

Tohumlarin Ekilmesi ve Yetistiriimesi

Populasyonlardan her birine ait tohumlar 3:1
oraninda steril torf ve perlit kullanilarak viyollere
ekilmigtir. Plastik sera igerisinde yetistirilen fideler
her poptlasyondan 7 bitki olacak sekilde, aralikli
olarak (100x100 cm) tarlaya sasirtiimistir.

Cekirdek DNA Analizi

Cekirdek DNA analizleri Tarla bitkileri Ana
Bilim Dali, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi
Laboratuarinda bulunan PARTEC marka Flow
sitometri cihazi kullanilarak yapilmigtir. Analizler
Agropyron cristatum hari¢ her populasyon igin 5
tek bitki Gzerinde ayri ayri yapiimis ve popullasyon
ortalamasi hesaplanmistir.

Agropyron cristatumda ise buylk bir
varyasyon gozlenmemesi sebebiyle her
populasyondan 3 bitki analiz edilmistir.
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Analizlerde Agropyron igin ¢avdar, Festuca ve
Koeleria icin adi fig bitkisi standart olarak
kullaniimistir. Analizlerde PARTEC firmasinin
hazir kitleri kullanilmis ve Uretici firmanin
protokoll takip edilmis olup prosedir kisaca
asagidaki gibidir. Yaklasik olarak 0.5 cm?
blyukliginde taze yaprak dokusu petri kabina
alinir ve tzerine 500 pl Exraction Buffer ilave
edilir. Yaprak dokusu keskin jilet ile klgUk
parcalara ayrilana kadar (30-60 saniye)
parcalanir. Hazirlanan drnek petri kabi igerisinde
hafifce calkalanir (10-15 saniye). Calkalama
isleminden sonra 40 saniye kadar petri kabinda
bekletilen drnek Partec marka 30 um CellTrics
filtre ile stizlilerek tiip icerisine transfer edilir. Tlp
icerisine daha Once hazirlanmis 2ml staining
solUsyonu ilave edilir. Hazirlanan 6rnek 1siksiz bir
ortamda 30-60 dakika inkube edilir. Bu slrenin
sonunda ornekler flow sitometri cihazi kullanilarak
analiz edilir.

Staining Soliisyonun Hazirlanmasi

Her 6rnek igin; 2 ml Staining Buffer, 6 ul
RNAse stok soliisyon ve 12 pl Pl (Propidium
lodide) stok solusyonu karigtirilarak staining
solusyonu hazirlanir.

Gekirdek DNA igeriginin Hesaplanmasi

Bir 6rnegin mutlak ¢cekirdek DNA igerigi, Ornek
ile secilen standardin G1 piklerinin florasan
yogunluklarina ait degerler kullanilarak asagidaki
formdl aracihgiyla pikogram olarak hesaplanir
(Formdl 1).

istatistiksel Analiz

Her cinse ait populasyonlarin ¢ekirdek DNA
ortalamalari confidence intervallar kullanarak
kendi aralarinda kiyaslanmistir.

Mitoz Kromozomlarinin Sayilmasi

Populasyonlarin c¢ekirdek DNA igerigi ile
kromozom sayilarini iliskilendirmek amaciyla her
cins igerisinde ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan
farkhlik gosteren populasyonlari temsilen en az
bir bitkinin mitoz kromozomlari sayilmistir.
Kromozom sayimlari kék ucu meristem dokulari
kullanilarak Feulgen metoduna gére hazirlanmis
olan preparatlarin 151k mikroskobu altinda
incelenmesiyle yapilmistir.

Taksonomik Teshisler

Teshislerde 2012 bahar aylarinda deneme
alanina dikilen bitkiler kullaniimistir. Herbaryum
materyali haline getirilen bitkiler, Turkiye ve Dogu
Ege Adalari Florasinda (Davis 1985) verilen ilgili
cins anahtarlari kullanilarak teshis edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bu calisma, Ulkemiz florasindan toplanmis
olan Agropyron, Koaleria ve Festuca turleri
Uzerinde ilk kez yapilan gekirdek DNA analizi
sonuglarini icermektedir. Flow sitometri analizleri
sonucunda; A. cristatum populasyonlarinin
ortalama ¢ekirdek DNA igeriklerinin 12.97 pg/2C
ile 13.01 pg/2C arasinda degistigi gézlenmistir
(Sekil 1). Yapilan analizlerde popllasyonlarin
ortalamalari arasindaki farkin istatistiksel agidan
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Ornezin Floresan Yozunluzu
C1 Pilkinin Degeri)

Standardin Pikogram Olarak

= Standardin Floressn Yomunluzn °
(G1 Pikinin Degeri)

Bilinen DNA Igerigi

Sekil 1.a) Cekirdek DNA igeriginin hesaplanmasi b) Agropyron cristatum ile standart bitkiye (Secale cereale) ait G1
piklerinin bir birlerine gére pozisyonlari ve A. cristatum’un mitoz kromozomlarinin gériunusu
Figure 1. a) Calculation of nucleus DNA b) Positions of Agropyron cristatum and G1 peaks of referance plant (Secale cereale) and

view of mitosis chrosomes of A. Cristatum
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onemsiz oldugu saptanmistir. Bu sonug¢ analiz
edilen tim Agropyron populasyonlarinin tek bir
tire ait oldugunu isaret etmektedir.
Populasyonlarin gekirdek DNA igeriklerini ploidy
duzeyleri ile iliskilendirmek icin koleksiyonu
olusturan bazi A. cristatum  bitkilerinin
kromozomlari sayilmis ve tum bitkilerin 14
kromozoma (2n = 14) sahip olduklarini ve
dolayisiyla tim A. cristatum populasyonlarinin
diploid oldugu belirlenmistir (Sekil 1). Calismada
elde edilen sonuglarin, Vogel et al. (1999)'nin
yapmis oldugu ¢alismadaki sonuglar (13.93) ile
olduk¢a benzer oldugu gdézlenmistir. Aradaki
kiguk farklihgin galismalarda kullanilan standart
bitkiden kaynaklandigi dustntlmektedir. Koeleria
populasyonlarinin ortalama c¢ekirdek DNA
iceriklerinin ise 4.81 pg/2C ile 9.40 pg/2C
arasinda degistigi  gozlenmistir.  Yapilan
istatistiksel analiz sonucu populasyonlarin
cekirdek DNA ortalamalari arasindaki farkin
istatistiksel agidan 6nemli oldugu saptanmis ve
Koeleria populasyonlarinin 4 farkli gruba ayrildig
go6zlenmistir. 1. grupta (grup A) ortalama gekirdek
DNA igerigi 4.86 pg/2C olan tek bir poptulasyon
yer almaktadir. 2. grupta (grup B) ortalama
cekirdek DNA igerigi 5.14 pg/2C olan yine tek bir
populasyon yer almaktadir. 3. grupta ortalama
cekirdek DNA icerigi 5.41 pg/2C ile 5.57 pg/2C
olan 20 populasyon yer almaktadir. 4. grupta ise
ortalama ¢ekirdek DNA igerikleri 9.44 pg/2C ile
9.47 pg/2C olan 2 poptlasyon yer almaktadir.
Yapilan kromozom sayimlarinda 1., 2. ve 3.
gruptaki bitkilerin diploid (2n=14), 4. gruptaki
bitkilerin ise tetraploid (2n=28) oldugu
belirlenmigtir (Sekil 2). Yapilan taksonomik
degerlendirmede diploid poptlasyonlar K.
cristata, tetraploidler ise K. nitidula olarak teshis
edilmislerdir. Calismada elde edilen sonuclar

Pecinka et al. (2006)in Avrupa’nin orta
bolgelerinden elde ettikleri Koeleria taksonlari
Uzerinde yaptiklari calismadan elde ettikleri
sonuglar ile buyuk benzerlik gdstermektedir.
Pecinka ve arkadaslari yaptiklari galismada 2C
cekirdek DNA igerigi 4.85-5.20 pg arasinda
degisen 3 diploid, ortalama 2C g¢ekirdek DNA
icerigi 9.31 pg olan 1 tetraploid, ortalama 2C
cekirdek DNA icerigi 22.89 pg olan 4 decaploid
ve ortalama 2C cekirdek DNA igerigi 29.23 pg
olan 1 dodecaploid tur bulundugunu
saptamislardir. Arastiricilar diploid tlrleri K.
glauca, K. macrantha, K. pseudoglauca olarak,
tetraploid tlri K. majoriflora, olarak, decaploid
tlri K. pyramidata ve dodecaploid tirl K. tristis
olarak teshis etmiglerdir.

Cekirdek DNA igeriklerinin bir birine ¢ok
benzer olmasina ragmen galismalar arasindaki
tirlerin  farkli tdrler olmalari ve Erzurum
bolgesinde decaploid ile dodecaploid tirlere

rastlanmamasinin bdlgeler arasindaki flora
farkhhgindan kaynaklanmig olabilecegi
distnulmektedir.

Yapilan analizlerde; Festuca

populasyonlarinin  ortalama c¢ekirdek DNA
iceriklerinin 4.51 pg/2C ile 15.03 pg/2C arasinda
degistigi  gbzlenmistir.  Istatistiksel  analiz
sonucunda populasyonlarin ¢ekirdek DNA
ortalamalari arasindaki farkin istatistiksel agidan
onemli oldugu saptanmis ve Festuca
populasyonlarinin 9 farkh gruba ayrildig
g6zlenmistir. Birinci (grup A) ve ikinci grupta (grup
B) yer alan 72 populasyonun ortalama gekirdek
DNA icerikleri bir birine oldukga yakin olup, 4.51
pg/2C ile 4.80 pg/2C arasinda degismektedir. Bu
iki grubun ortalama ¢ekirdek DNA iceriklerinin bir
birine yakin olmasi gruplarin birbirine gok benzer
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Sekil 2. Diploid (sol) ve tetraploid (sag) Koeleria bitkileri ile standart bitkiye ait (Vicia sativa) ait G1 piklerinin bir birlerine
gobre pozisyonlari, ve diploid ve tetraploid Koeleria bitkilerinin mitoz kromozomlarinin gériunusi

Figure 2. Positions of diploid (left) and tetraploid (right) Koeleria plants referance plant (Vicia sativa) G1 peaks and the view of

mitosis chrosomes of diploid and tetraploid Koeleria plants
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Sekil 3. Diploid (sol) ve octaploid (sad) Festuca bitkileri ile standart bitkiye ait (Vicia sativa) ait G1 piklerinin bir birlerine
gore pozisyonlari, ve Festuca bitkilerinin mitoz kromozomlarinin gérinusi

Figure 3. Positions of diploid (left) and octoploid (right) Festuca plants and referance plant (Vicia sativa) G1 peaks and the view of

mitosis chrosomes of Festuca plants

genomlara sahip birden fazla tiri ve onlarin
hibritlerini icermesi yada Festuca’ larin sahip
oldugu yuksek heterojen yapi ile agiklanabilir.
Yapilan sitolojik incelemelerde bu iki grupta yer
alan bitkilerin 2 = 14 kromozom sayisina sahip
oldugu ve dolayisiyla diploid olduklar
belirlenmigtir (Sekil 3). Yapilan taksonomik
degerlendirmelerde bir poptilasyon harig (F-123)
bu grup igerisinde yer alan tim popdlasyonlar F.
valessiaca olarak teshis edilmistir. F-123 nolu
populasyon Vulpia myorus olarak teshis edilmigtir.
Uglincl (grup C) ve dérdiincii grupta (grup D) yer
alan 27 populasyonun ortalama g¢ekirdek DNA
icerikleri de bir birine oldukga yakin olup, 9.20
pg/2C ile 9.60 pg/2C arasinda degismektedir.
Yapilan sitolojik incelemelerde bu iki grupta yer
alan bitkilerin 2n = 28 kromozom sayisina sahip
tetraploid  bitkiler  olduklari  belirlenmistir.
Poliploidlerin diploid bitkilerden orijinlendigi g6z
6nlnde bulunduruldugunda poliploidlerinde
yuksek bir heterojen yapiya sahip olmasi normal
bir durumdur. Yapilan taksonomik
degerlendirmelerde tetraploid populasyonlar F.
chalcophaea subsp. Chalcophaea olarak teshis
edilmistir. Bes, alti, yedinci ve sekizinci (Grup E,
F, G, H) gruplarda yer alan toplam 14
populasyonun ortalama ¢ekirdek DNA igerikleri
de 6nceki gruplarda oldugu gibi bir birine oldukga
yakin olup, 12.46 pg/2C ile 13.27 pg/2C arasinda
degismektedir. Yapilan sitolojik incelemelerde bu
gruplarda yer alan populasyonlarin 2n=42
kromozom sayisina sahip hexaploid bitkiler
olduklari belirlenmistir. Yapilan taksonomik
degerlendirmelerde hexaploid populasyonlar F.
heterophylla olarak teshis edilmistir.

Dokuzuncu grupta (grup I) yer alan 5
populasyonun ortalama ¢ekirdek DNA icerikleri
14.37 pg/2C ile 15.03 pg/l2C arasinda

degismektedir. Yapilan sitolojik incelemelerde bu
grup icerisinde yer alan bitkilerin 2n=56
kromozoma sahip octaploid bitkiler olduklari
belirlenmigstir (Sekil 3). Bu grupta yer alan 2
populasyona ait bitkiler Gzerinde teghis yapilmaya
calisiimis ve F-6 nolu poptilasyon F. heterophylla
olarak teshis edilirken F-51 nolu poptlasyon F.
chalcophaea subsp. chalcophaea olarak teshis
edilmistir. Yapilan bu g¢alismada F-114 nolu
populasyonun 7.36 pg/2C ortalama gekirdek DNA
icerigi ile festucalardan ayrildigi dikkati cekmis ve
bu populasyona ait bitkilerin yapilan taksonomik
degerlendirmesinde bitkiler Poa pratensis olarak
teshis edilmistir. Festuca populasyonlarindan 9
popllasyonun ise (F- 24, 49, 62, 73, 81, 86, 92,
113, 116) aslinda farkh ploidy dizeyine sahip
tarleri hatta farkl ploidy diizeyine sahip bitkilerin
melezlerini igerdikleri ve dolayisiyla karisik
olduklari saptanmistir.

Sonug

Calismada elde edilen sonuglarin daha dnce
yapiimig olan caligmalar ile benzer oldugu
g6zlenmistir. Samarda ve arkadaglari (2008), 101
Festuca taksonu ve 14 yakin akrabasinin
cekirdek DNA iceriklerini flow sitometri ile
belirlemis ve cinsin igerisinde 2C ¢ekirdek DNA
iceriginin 3.88 pg (F. arvensis) ile 24.08 pg (F.
gamisansii) arasinda degistigini gdzlemislerdir.
Ancak calismalarda kullanilan bitki
materyallerinin ayni olmamasi sebebiyle tam bir
kargilagtirma yapmak mumkin olamamistir.
Yapilan calismada; flow sitometri yontemiyle
populasyonlarin  ¢ekirdek DNA igerikleri
belirlenmis ve turlerin ploidy dizeyleri ile
taksonomik teshislerinde kullaniimistir.
Calismadan elde edilen sonuglara gore dogal
vegetasyonlardan toplanan bugdaygil yem bitkisi
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Karakterizasyonu”

populasyonlarinin siklikla farkli tir ve ploidi
arastirma yada slah programlarina dahil
edilmeden 6nce muhakkak dogru bir sekilde
teshis edilerek ploidy dizeylerinin belirlenmesi
gerektigi acikca ortaya gikmistir. Ayrica, flow
sitometri yonteminin 6zellikle morfolojik olarak bir
birine ¢cok benzeyen ve dogada birlikte yetisen
yem bitkilerinin teshisi ile ploidy duzeylerinin
belirenmesinde son derece yararlh oldugu
gOrulmastur. Bu nedenle flow sitometrinin benzer
¢alismalarda en guvenilir, ucuz, kolay ve hizli bir
metot olarak kullanilabilecegi bir kez daha ortaya
konmustur.
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