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TURKIYE GLOBULARIA L. CINSINDE YER ALAN
GLOBULARIA ALYPUM O. SCHWARZ , GLOBULARIA ORIENTALIS L. VE
GLOBULARIA TRICHOSANTHA FISCH & MEY. SSP. TRICHOSANTHA
TAKSONLARININ KARYOTIP ANALIZI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Mustafa Ugur AVSAR
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FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
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OZET
Bu aragtirmada, Globulariaceae familyasinda yer alan ve iilkemizde dogal olarak yayilis
gosteren Globularia L. Cinsine ait Globularia alypum L., Globularia orientalis L.,
Globularia trichosantha Fisch. & Mey. ssp. trichosantha tiirlerinin somatik kromozom
sayilar belirlenmis ve karyotip analizleri yapilmistir. Kromozomlarin siniflandirilmasi,
kisa ve uzun kollarin uzunluklari, haploit kromozom uzunlugu, kol oranlar1 ve nispi boy
uzunluklar1 (Bs200Pro) Goriintii Analiz Sistemi ile Ol¢ililmiistiir. En kiigiik kromozom
uzunlugu G. alypum tiirtinde (1,07 pm.) incelenmistir. Buna karsin, en biiyiik kromozom
uzunlugu G. trichosantha ssp. trichasantha tiirtinde 2,05 um olarak dl¢iilmiistiir. Ayrica
taksonlarin TF %, As K %, Syi, Rec, A, Al ve A2 asimetri indeksleri de hesaplanmuistir.
Incelenen taksonlarin kromozom morfolojileri ilk defa bu calismada ortaya

konulmustur.
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THE KARYOTYPE ANALYSIS OF SOME GLOBULARIA L.
(GLOBULARIACEAE) SPECIES GLOBULARIA ALYPUM O. SCHWARZ ,
GLOBULARIA ORIENTALIS L. VE GLOBULARIA TRICHOSANTHA SSP.
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(Master’ thesis)
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ABSTRACT
In this research, the somatic chromosome numbers of the species of the genus
Globularia L. (Globulariaceae) Globularia alypum L., Globularia orientalis L.,
Globularia trichosantha Fisch. & Mey. ssp. trichosantha belong to Globulariaceae
distributed growing naturally in Turkey were determined and karyotype analyses were
carried out. The plant materials were collected from different natural localities of
Turkey in 2011. The length of the short and long arm, haploid chromosome length, arm
ratio and relative chromosome length (Bs200Pro) were calculated with the Bs200 Pro
Image Analysis System. And also, they were classified. The smallest chromosome
length was found in the Globularia alypum (1,07 um). In contrast, the largest
chromosome length was measured in the Globularia trichosantha ssp. trichosantha
(2,05 um). In addition, karyotype asymmetry indices of TF %, As K %, Syi, Rec, A, Al
and A2 were also colculated. In this study, the chromosome morphology of the

examined taxa are presented for the first time.
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1. BOLUM
GIRIS

Bu ¢alismanin konusu Globularia L. (Globulariaceae) tiirlerine (Globularia alypum,
Globularia orientalis ve Globularia trichosantha ssp. trichosantha) karyotip analizleri
hakkindadir. Calismanin amaglar1 arasinda Cinsin Tiirkiye’de yetisen bazi tiirlerinin
kromozom morfolojilerini (Bs200Pro) Goriintii Analiz Sistemi ile inceleyerek,
kromozom morfolojik Kkarakterlerini ortaya ¢ikarmaktir. Boylece elde edilen
karakterlerin taksonomik Onemlerini belirlemek, taksonlarin akrabalik diizeylerini
yeniden degerlendirmek ve bu karakterleri taksonlarin ayriminda kullanarak,
taksonomik yonden kesinlik kazandirmaktir. Ayrica elde edilen kromozom
karakterlerini taksonlarin ayirim anahtarinda kullanimini gostermektir. Bu c¢alisma
ileride tekrar yazilmasi diisiiniilen Tiirkiye florasina 6nemli katkilar saglamasi ve bu
verilerin sistematik botanik ile iligkili bilimlerle ugrasan kisiler ile birimlere temel

kaynak olusturmas1 amaglanmistir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1.Kromozom

Kromozomlarin iglev ve morfolojilerini inceleyen bilim dali sitogenetik olarak
adlandirilir. Sitoloji ve genetik bilimlerinin birlesmesiyle ortaya ¢ikmistir. Sitogenetik
uygulamalar giiniimiizde en fazla;

- Klinik tani,

- Gen haritalamasi,

- Kanser sitogenetigi ve

- Prenatal tan1 gibi alanlarda kullanilmaktadir [1].

Hiicrenin kendisini yeniden tretebilmesi i¢in ihtiyag duydugu biyolojik bilgi kendi
DNA’s1 i¢inde mevcuttur. Bu bilgi, DNA icindeki ¢ok fazla sayida genler seklinde
organize olmus baz dizilerinde kodlanir ve her biri polipeptit sentezlemesi i¢in gerekli
bilgileri igerir [2]. 1888 yilinda kromozom soézciigii ilk kez Waldayer tarafindan
bildirilmistir [3]. Cinsiyet kromozomlarini ilk kez Stevens ve Wilson ortaya atmustir [4].
Bu hipotezi 1913’de Wieman X ve Y kromozomlarin1 kesfederek dogrulamistir [5].
Yapilan bu kadar ¢aligmalara ragmen 1956 yilana kadar insan kromozom sayisinin
somatik hiicrelerde 48 kromozom olduguna inanilmistir. insan kromozom sayisinin 46
oldugunu kesin olarak 1956 yilinda Tjio ve Levan’in yaptigi calismada insan fetal
akciger fibroblastlariyla yapilan kiiltiirlerde ortaya koymustur [6].

Kromozom sayis1 ile canlilarda gelismislik diizeyi arasinda oranti yoktur. Ilkel
organizmalarda kromozom sayis1 fazla iken, gelismis organizmalar daha az sayida
kromozoma sahip olabilir. Her canlinin kendine has kromozom sayis1 ve yapist vardir
[7].

Fiziksel agidan gen, polipeptit dizilerinin amino asitlerini kodlayan baz dizisini igeren
6zel bir DNA pargasidir. Genlerin boyutu 100 baz ¢iftinden milyonlarca baz ciftine
kadar biiylik 6l¢iide degiskenlik gosterir. Yiiksek organizmalarda, genler kromozom
olarak adlandirilan ¢ok uzun DNA molekiilii serileri tizerinde bulunmaktadir. [8-9].
Dinlenme halinde hiicre niikleusunda kromozomlar gériinmezler. Bu asamada nukleusta
bir ag sistemi seklinde izlenen kromatin, mitoz bdliinme sirasinda kiigiik silindircikler

seklini alir. Boliinme halinde olmayan hiicre niikleusunda kalitsal materyalin meydana
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geldigi yapiya kromatin adi verilir. Dinlenme halindeki hiicre niikleusunda kromatinler
bir ag sistemi seklinde izlenirken, mitoza giren hiicrede kromatinler kiigiik silindircikler
halini alir. DNA molekiiliiniin 6zel bazi proteinlerden olusturdugu kromatin
iplikciklerden kromatin meydana gelir. Kromatinin 6zel boyalarla koyu renkli boyanmis
bolgeleri heterokromatin, acik renkli boyanmis bolgelere ise Okromatin adi verilir.
Hiicre boliinmesi bagladigi esnada kromatin iplikcikler doniimler yapip, boylarini

kisaltip gaplarini arttirarak kromozomlari olusturur [10].

-Matriks

Sentromer

Sentromer

Sekil 2.1. Kromozomlarin yapisi, a) Distan goriiniisii, b) Icten goriiniisii [8]

Histon proteinleri vasitastyla kromatin iplik¢ikler kisalip kalinlasirlar. Histonlarin yapisi
kiigiik proteinlerden olugmaktadir ve ¢ok fazla sayida arjinin ve lizin gibi bazik
aminoasitleri muhteva etmesinden dolayr asidik olan DNA molekiiliine sikica
baglanirlar. H2A, H2B, H3 ve H4 olmak iizere 4 esas histon proteini vardir. Bu histon
proteinleri ikiserli dizilerek oktet yapiy1 olusturur ve bu yap1 kendi ¢evresinde iki tur
atar. Histon proteinleriyle DNA’nin olusturdugu bu yapiya niikleozom denir. Bu yap1
DNA’nin histonlar ile olusturdugu en kii¢iik yap1 birimidir.

HI1 proteini ise histonlar arasindaki baglayic1 gorev iistlenmektedir. Bu sayede
niikleozomlar arasindaki kopriiler ile bitisik siralar olusur, bu siralarin paralel dizilmesi
ile kromatin kalinlig1 30 nm’ye ulasir. Bu boyuta ulasan kromatin, hiicre béliinmesi

esnasinda goriiniir hale gelir.



Kromozomlar genel olarak dort tipe ayrilirlar.

- Metasentrik: Sentromeri ortada ve p ve q kolu birbirine hemen hemen esit olan
kromozomlardir.

- Submetasentrik: Sentromeri merkezden uzak olup, p ve g kolu birbirine esit olmayan
kromozomlardir.

- AKrosentrik: Sentromeri kromozomun bir ucuna ¢ok yakin olup neredeyse p kolu
kaybolmus kromozomlardir.

- Telosentrik: Sentromeri en ugta bulunan kromozomlardir [11].

[
i

Submetasentrik Akrosentrik Telosentrik

Sekil 2.2. Sentromer yerine gore kromozom [12]

Kromozomlarin sayisi, bliytikliigii, ve sekli her tiir i¢in aynmidir. Bu sayede karyotip
calismalarinda tiirlerin taksonomisi ve karsilastirilmast yapilabilir. Kromozomlar igin
sentromerin yeri, kol oranlar1 tiirler i¢in karakteristiktir. Bilinen en az kromozomlu canl
Ascaris megalocephala univalens’tir ve 2n=2 kromozomludur. En ¢ok kromozoma
sahip canli ise 2n=500 kromozomla Ophyoglossum vulgatum’dur [13].

Sentromere ek olarak bazi kromozomlarda ikinci bir bogum bulunur. Buna sekonder
bogum adi verilir. Bu bogumun gorevi telofaz sathasinda niikleolusun olusumundan
sorumludur. Ayrica bu bogum rRNA sentez gérevini de istlenir. Bu bogumlarin st
kisminda satellit (uydu) bulunur. Bunlarin primer ve uydu bogumlarin yerleri tiir i¢inde
degismezlik gosterir ve genomik yapilarinin analizinde énemli rol oynar.

Karyotip homolog kromozomlarm belli bir diizene gore siralanmasina denir. idiogram

ise, karyotipten faydalanilarak kromozom haritalarinin ¢ikarilmasina denir [1].
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Kromozomlarin biiyilikliigi, sekli, sayisi, sentromerin yeri, kollarin uzunlugu, kol oran
ve sekonder bogumlarin varli@i gibi Ozelliklerini ortaya c¢ikarmak i¢in yapilan
calismalara karyotip caligmalar1 denir. Yapilan bu c¢alisma sayesinde tiir i¢i ve tiirler
arasinda kromozomlarin karsilagtirilmasi yapilir. Boylece taksonomide bir ¢ok sorunun

¢oziimiinde karyotip analizinden faydalanilir [14].

2.2. Globulariaceae’nin Morfolojik Ozellikleri

Globulariaceae familyasi1 diinyada 2 farkli cins ve yaklagik 25 tiirle tanimlanmustir.
Globulariaceae iiyelerinin ¢i¢ek durumlari genellikle kapitulum veya spike (Poskea)
seklindedir. Cigekler brakteli olup genellikle zigomorfik olmakla birlikte bazen
aktinomorfiktir; biseksuel olup hipogeiktir. Kaliks bes keskin loplu, korolla ise simpetal
olup, mavi ve lila renklerindedir. Stamenler dortlii olup korolla tlipiliniin iist tarafinda yer
alir. Stamenlerin nadiren iki tanesi digerlerinden uzun olup alternat seklindedirler.
Anterler reniform seklinde olup sporlar1 barindiran odaciklara sahiptirler. Ovaryum iist
durumlu ve tiiylerle bir disk gibi ¢evrilmistir. Ovul tek basina anatrop seklindedir.
Meyve kiicilik kuru kapali tipte kaliksle birlesmis durumdadir. Tohum diiz ve uzun bir
embriyoyu saran endospermden olugmaktadir. Diinyada genellikle Akdeniz iilkeleri,

Kuzey Avrupa, Giiney Bat1 Afrika ve Kuzey Bat1 Asya’ya dagilmiglardir [1].

Tiirkiye bitki ortlisiinde, Globularia L. besi endemik olmak tizere 9 tiirli yetismektedir
[15]. Globularia tiirlerinin halk arasinda G. trichosantha ssp. trichosantha hemoroit
tedavisinde [16]. G. alypum diiiretik, laksatif, midevi ve kuvvet verici olarak
kullanilmaktadir. Bazi1 Akdeniz iilkelerinde basta diabet olmak iizere romatizma, artrit
ve tifo gibi hastaliklarin tedavisinde, halk ilaci olarak G. alypum® dan yararlanildig
bildirilmistir. G. alypum {izerinde yapilan ¢alismalarda antilosemik, ditiretik,

immiinosupresan Ve hipoglisemik aktiviteler gézlenmistir [17].

Bu c¢alisma ile iilkemizde yayilis gosteren Globularia taksonlarindan ii¢ tanesinin

karyotip analizinin yapilmasi, karyotip asimetri indekslerinin hesaplanmasi ve



karyomorfolojik verilerin belirlenip, bunlarin niimerik taksonomik yontemlerle

degerlendirilmesi amaglanmistir.

(lobularia.
Calyx Iaid open, with feathery tails
at the top (mag.).

[lobularia,

Flawer without calyx (mag.).
Globulara,

Pistil (mag.).

\/ Globularia. Globularia,
lobularia Globularia,

Ovary cut Beed cut
Globularia, Diagram, vertically (mag.). vertically (mag.),  Embryo (mag.),

Globularia vulgaris,

Sekil 2.3. Globulariaceae familyasina ait bir tiiriin morfolojik yapis1 [18]



2.2.1. Globularia L. (Edmondson, 1982).

Diinyada Globularia L. cinsinin 22 tiirii bulunmaktadir. Tirkiye’de 11 takson,
Avrupa’da 15 taksonla temsil edilir [19-20]. Cinsin iiyeleri iran - Turan, Avrupa —
Sibirya ve en fazla Akdeniz Fitocografik Bolgesinde bulunmaktadir. Cinsin {iyeleri
‘Kiiregicegi’ olarak adlandirilir. Tiirkiye’de bulunan 11 taksonun 5 tanesi Tirkiye igin
endemiktir ve endemizm orami yaklasik %350 civarindadir. Globularia L. tiirleri
Tiirkiyenin 1liman bolgelerinde yayilis gosterirken en cok kayaliklarda, ve yamag
eteklerinde tas yiginlar1 arasinda ve kalkerli arazilerde bulunur.

Cok yillik otsular veya 10-100 cm. boyunda ¢alilar. Yapraklar alternat basit, stipulasiz.
Cicekler kiiresel basciklarda, erdisi, zigomorf simetrili. Sepaller 5 birlesik, petaller 4-5
birlesik, 2 dudakli. Stamenler petallere bagli, 4 ve didinam, bazen 2. Pistil 1. Ovaryum
tist durumlu, tek lokuluslu 2 karpelli, oviiller tek, anatrop, plasentasyon apikal. Meyve

kalici kaliks tarafindan sarilmis nuks [21].

2.2.2. Globularia L. Tiirlerinin Morfolojik Ozellikleri

2.2.2.1. Globularia alypum O. Schwarz

Cok dalli otsu 30 (-100) cm, dik ve sert yapraklidirlar. Yapraklar alternatif ve
oblonceolate, obavate, derin ve 3 derin disli koselemsidir. Kapitula terminaldedir. 10-17
mm uzunluklaridadir. Involukrumun olusturdugu bakteriler genis ovata, obtuse ve
mucronata’dir. Kenarlar ciliatadir. Kaliks 0,7 oraninda esit bolmeli lanceolattir. Korolla
Kiiciik biodate {ist dudaklar basik, 3 lob tiipten daha uzundur 60 cm’e kadar uzadigi
gorilmistiir..Mavimsi cigekleri vardir. 2,5 cm uzunluk 6l¢lilmiistiir. Dallar goze garpar

diizeyde birbirine ge¢cmis durumdadir.

Habitat: Kuru ve kayalik yerlerde yasarlar. Giines goren ¢cam ormanlarinda,bati Akdeniz
ikliminde bulunur. Herhangi bir yiizey i¢in siis bitkisi olarak kullanilir. Kisin kuru

soguklardan korunmasi gerekir, maksimum dayanma sicakligi 10 derecedir.



Yayilisi: B1: IZMIR: Barbaros to mordogan A/T boytop C1: IZMIR: Kusadas: 20 m
D.25190! Ruman 20003; 1SI: Rodhods: 1899 Finkli

Akdeniz bolgesi elementidir. G.arabica ile iligkilidir. Tiirkiye i¢in endemiktir.

2.2.2.2. Globularia orientalis L.

Cok dallanmis odunsu govdeli, ¢ok sayida rozet yaprakli ve (12-) 18-28 cm’e kadar
uzunlukta cigekli govdeli, yastik teskil eden ¢ok yillik yari ¢alimsi bitkiler. Taban
yapraklar1 eliptik-spatulat, akuminat, kenarlar undulat; govde yapraklar1 az sayida,
linear, arali. Kapitulumlar 5-8 (-14) mm ¢apinda, her gévdede (4-) 6-12 tane. Kaliks
yaklagik 0.25’ine kadar boliinmiis. Korolla yarisina kadar boliinmiig, pargalar oblong,
rotundat. Cigeklenme 2-7 aylar arasi. iran - Turan bitkisi. G. sintenisii cok benzer, G.

davisiana‘dan ¢ok kisadir.

Yayilis: Baslica Orta ve Giiney Anadolu’da yetisir. A3 Ankara Beypazari, 900m,

Markgraf 11076 (Edmondson1982). A4 Cankir1 Cakmakli deresi, 800 m, Bornm 1929:

13521 (Edmondson, 1982). A5 Yozgat Cekerek, Yazilitas, P. Nigra orman agikliklari,

1300 m, 13.7.1979, R.larslan (ANK 498!). Bl Izmir Teos, Bocquet 1212a (

Edmondson, 1982) B2 Usak Usaktan Giire’ye 24 km, 600 m Coode & Jones 2785 (

Edmondson, 1982 ) B3 Isparta S.Karaagag, Uzun burun tepeden, karaca Ahmet gedigi
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civari, sazli pmar, 1150-1250 m, 24.6.1994, B. Mutlu (HUB 25682!) B3 Eskisehir
Tirkmen Dagi, 1100 m, 9.7.1977, T.EKim (ANK)

Resim 2.2 Globularia orientalis [26]

2.2.2.3. Globularia trichosantha Fisch & Mey. ssp. trichosantha

Uzun toprak {istli stolonlar tasiyan, dallanmis odunsu govdeli ¢ok yillik bitkiler.
Govdeler yiikselic, 5-15 cm uzunlukta, meyvede 35 cm’e kadar. Taban yapraklar1 rozet
seklinde, 25x8 mm’e kadar, obovattan eliptige, obtustan emarginata kadar, attenuat;
govde yapraklar1 12x3 mm, lineardan dar eliptige kadar, sapsiz. Kapitulum terminal, 10-
20 mm ¢apinda; involukrumdaki brakteler lanseolat. Kaliks yaklasik 0.7’sine kadar 3
linear parcaya boliinmiis, tist dudak yaklasik tiiplin bogazina kadar 2 linear parcaya
boliinmiis. Korolla mavi renkli, iki dudakl, st dudak iki, alt dudak ii¢ pargali.

Ciceklenme 4-7 aylar arasidir.

Tiirkiye Yayilisi: Bat1 ve giiney Anadolu disindaki bolgelerde yaygindir. Tiy cicekli
kiire ¢igcegi olarak da bilinirler. Nisan-temmuz gibi ¢igek acarlar Avrupa orjinlidir.
Govde bazen bahge siislemelerinde kullanilir. Cigekleri giines 1s1gindan ¢abuk solar.
Habitat: Taslik ve cayirlik yamaglarda, orman agikliklarinda, kireg taslari, serpantin ve
volkanik kayalar tizerinde 180-2470 m yiiksekliklerde yetisir.
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Resim 2.3 Globularia trichosantha ssp. trishosahtha [27]
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3.BOLUM

MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal
Bu arastirmada kullanilan G.alypum, G. orientalis, G. trichosantha ssp. trichosantha
tiirlerine ait bitki 6rnekleri Yrd. Dog¢. Dr. Gengay AKGUL tarafindan 2011 yilinda

araziden toplanmustir.

Takson Adi Lokalite Toplayic1 Adi ve

Numarasi

_ Clizmir: Karaburun, Mordogan
Globularia alypum ' Akgtil 3405

cevresi

Globularia trichosantha B5 Nevsehir: Nevsehir ¢evresi

) Akgiil 3402
ssp. trichosantha

o ) B5 Nevsehir: Nevsehir ¢evresi

Globularia orientalis Akgiil 3401

3.2. Metot

3.2.1 Tohumlarin ¢cimlendirilmesi ve kok uclarina uygulanan 6n islem

Globularia L. Cinsinin tiirlerine ait araziden toplanan tohumlar1 ¢igek igerisinden
cikartip temizledikten sonra oda 1sisinda rutubetsiz ortamda muhafaza edildi. Tohumlar
muhafaza ic¢in farkli metodlara bagvuruldu. Bunlar; dormansinin kirilmas1 maksadiyla
-20°C’ de buzdolabinda 24-48 saat bekletilip, daha sonra tohumlar1 her iki tarafi steril
dH,0 ile islatilmis petri kutularinda oda sicakliginda ¢imlenmeye birakilmistir. Bu
yontem ile tohumlarin 24 saat sonra kontamine oldugu go6zlemlendi. Bu
kontaminasyonu gidermek maksadiyla ¢imlendirmede kullanilan petri kutusu pens vb.
malzemelerin otoklavda 121°C* de 10 dakika tutularak steril olmasi1 saglanmistir ve
tohumlar1 da %1°lik H,SO, ile muamele edildikten sonra ¢imlendirmek igin tekrar petri
kutusunu alinmistir. Bu uygulamadan sonra tohumlarda kontaminasyon goriilmedi fakat

cimlenme siiresinin uzadigr goézlemlenmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda
11




¢imlenmedeki gecikmenin sebebi uygulanan %1°lik H,SO,4 sebep oldugu goriilmiistiir.
Bu nedenle tohumlara %1°lik H,SO4 yerine, % 1’lik sodyum hipoklorit (NaOHCI)
c¢ozeltisi hazirlanip 5 dakika muamele edildikten sonra steril dH,O ile yikanip tekrar her
iki tarafi 1slatilmis petri kutularina oda sicakliginda ¢imlenmeye birakildi. Bu uygulama
sonrasinda kontaminasyon olmadan steril bir sekilde tohumlarin ¢imlendigi
gbzlemlendi.

Cimlenme sonrasinda 1-1,5 cm’ye ulagsan kok uglarini hemen a-bromonaftalin® de
buzdolabinin +4°C bdélmesinde 16-17 saat 6n isleme tabi tuttuk. Daha sonra 6nceden
hazirladigimiz Carnoy fiksatifi ( 3:1 etil alkol — asetik asit ) ile 24 saat tespit etmek i¢in
muamele ettik ve siire sonunda devamli hale getirebilmek i¢in kdk uglarini +4°C’ de

%70’ lik ethanol icinde depoladik.

3.2.2. Somatik metafaz kromozomlarinin boyanmasi

Bu ¢alismada, Globularia cinsine ait G. alypum, G. orientalis ve G. trichosantha ssp.
trichosantha tiirlerinin metefaz kromozomlarinin boyanmasinda %2’ lik aseto — orsein
boyama metodu uygulanmuistir.

% 2’lik aseto-orsein boyamas:

+4°C’ de ki kok uglarina, 6nceden hazirladigimiz IN HCI ¢ozeltisinde oda 1sisinda 7-8
dakika hidroliz edildikten sonra %2’ lik aseto — orsein ile 2 saat muamele edildi. %45’
lik asetik asit ile piring cubuk yardimiyla ezme preparatlar hazirlandi. Bu boyama

metodu sonrasinda metafaz kromozomlarinin yeterince boyandigi gortilmiistiir.

3.2.3. Kromozom preparatlarinin incelenmesi

Tez caligmasi kapsaminda yapilan islemleri kisaca ozetleyecek olursak; Globularia
cinsine ait t¢ tiriin (G. alypum, G. orientalis ve G. trichosantha ssp. trichosantha)
tohumlar1 laboratuarda, her iki tarafi kurutma kagidi ile 1slatilmis, steril petri kutularinda
oda sicakliginda ¢imlendirilmistir. Cimlenen kok uglar1 1 -1,5 cm’ ye ulasinca bistiirii
yardimiyla 15 ml’lik kiiltiir tiiplerine alinmigtir. Tipilin igerisine 10 ml o —
monobromonaftalin ¢ozeltisi konarak 16 saat +4°C’ de bekletilmistir. Daha sonra tiipiin
icerisindeki kok uglari yeni bir kiiltiir tiipiine alinarak {izerine 8 ml Carnoy fiksatifi
konulup 24 saat buzdolabinda bekletilmistir. Tespit edilen kok uglari, 1IN HCI” de oda
sicakliginda 8 dakika hidroliz edilip daha sonra %2’ lik aseto — orsein boyasina konulup

2 saat beklenildikten sonra ezme preparatlar hazirlanmistir. Bu preparatlarn 151k
12



mikroskopu altinda en iyi boyanmus, kontrastt iyi olan ve iyi dagilmis kromozom
bolgelerini belirledikten sonra, preparattaki yerleri isaretlendi. Daha sonra preparattan
lameli uzaklastirma ve hiicrelerin lam {izerinde kalmasini1 saglamak amaciyla sivi azot
tankinda dondurulmaya birakilmistir. Kurumaya birakilan preparatlar1 devamli hale
getirmek icin, iizerine Depex damlatilip lamel kapatildi. Daha 6nce yerleri belirlenen
metafaz kromozomlarin goriintiilerini bilgisayar ortamina aktarip, karyotiplerini
belirlemek i¢in Goriintii Analiz Sistemi araciligi ile mikron cinsinden olglimleri

yapilmustir.

3.2.4. Karyotip analizlerinin yapilmasi

Globularia cinsine ait ii¢ tirin (G. alypum, G. orientalis ve G. trichosantha ssp.
trichosantha) somatik kromozomlarin boylarinin 6lgiiliip, karyotip analizlerinin
yapilmasi ve kromozom sayilarinin belirlenmesi i¢in dnceden hazirladigimiz devamli
preparatlar kullanilmistir. Bu preparatlarda metafazin, morfolojileri iyi goriilebilen, iyi
yayilmis ve aymi diizlemdeki kok ucu somatik hiicreleri belirlenip, mikroskoba bagl
kamera ile 10 x 100 biyiitmede fotograflar1 ¢ekilip kaydedilmistir. Daha sonra
sentromerin yeri, kol indeksi, kromozom kollarinin ve toplam boyunun belirlenmesi
islemleri, elde edilen fotograflarin bilgisayar ortamina aktarilmasi sonucunda (karyotip
analizleri) Goriintii Analiz Sistemi ile yapilmistir. Bu program ile tiirlere ait

karyogramlar ve idiyogramlar ¢izilmistir.
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4. BOLUM
BULGULAR
Globularia tiirlerinin karyotip analizine gore diizenlenmis anahtari
1. Kromozom sekli 6m+1sm+1st.............ccoeviiiiiiiiiiiiiiii e @lypum
1. Kromozom sekli 7m+1sm
2. En biiyiik kromozom uzunlugu 2 pm’den biiyiik olan trichosantha ssp.trichosantha

2. En bliylik kromozom uzunlugu 2 pm’den kiigiik olan....................... orientalis

4.1. Globularia alypum O. Schwarz tiiriiniin karyolojik 6zellikleri

Kromozom sayisi: 2n = 16 (x = 8), Yapilan kromozom ¢alismasinda Globularia
alypum taksonunun kromozom sayisi 2n = 2x = 16 olarak tespit edilmistir. (Sekil 4.1.)
Kromozom morfolojisi: Yapilan karyotip analizinde en kii¢iik kromozom 1,07 um, en
biiylik kromozom ise 1,80 pm uzunlugundadir. Haploit kromozom uzunlugu 11,35 pm’
dir. Metafaz kromozomlarinin alti ¢ifti median, bir ¢ifti submedian ve bir cifti
subtelosentrik tiptedir. Kromozomlarin kol oranlar1 1,00-3,11 pm olarak ol¢lilmiistiir.
Nispi boylari ise 9,43-15,86 arasinda degismektedir (Tablo 4.1.). Taksona ait idiyogram
Gorilintli Analiz Sistemi araciligr ile ¢izilmistir (Sekil 4.2.). Taksonun karyotip formiilii

6m+1sm+1st seklinde belirlenmistir.

#

B

i

Sekil 4.1. Globularia alypum taksonunun metafaz kromozomlari (2n=16)
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oor -
8,00 -
S -
6,67 -
6,00 -
533 -
467 -
4,00 -
333 -
267 -
2,00 -
e -
067 -
0,00 -

Length MicroMeter pm

10 pm

Sekil 4.2. Globularia alypum taksonunun idiyogrami

Nu

Tablo 4.1 Globularia alypum metafaz kromozomlarinin 6zellikleri (um).

Kromozom | Kromozom kollar1 | Toplam | Kol oran1 | Nispi Sentromer
numarast Uzun Kisa uzunluk (U/K) boy pozisyonu
kol (U) | kol (K) (%) (kromozom
(um) (um) sembolii)
1 1,13 0,67 1,80 1,69 15,86 M
2 1,26 0,41 1,67 3,11 14,67 St
3 0,93 0,58 1,51 1,58 13,30 M
4 0,96 0,45 1,41 2,11 12,47 sm
5 0,67 0,67 1,34 1,00 11,81 m
6 0,76 0,58 1,34 1,29 11,81 m
7 0,76 0,45 1,21 1,66 10,66 m
8 0,57 0,50 1,07 1,14 9,43 M
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4.2 Globularia orientalis L. tiiriiniin karyolojik ozellikleri

Kromozom sayisi: 2n = 16 (x = 8), Yapilan kromozom c¢alismasinda Globularia
orientalis taksonunun kromozom sayisi 2n = 2x = 16 olarak tespit edilmistir. (Sekil 4.3.)
Kromozom morfolojisi: Yapilan karyotip analizinde en kii¢iik kromozom 1,24 pum, en
biiyiik kromozom ise 1,63 um uzunlugundadir. Haploit kromozom uzunlugu 11,56 pm’
dir. Metafaz kromozomlarmin yedi c¢ifti median, bir c¢ifti submedian tiptedir.
Kromozomlarin kol oranlar1 1,19-2,34 um olarak 6l¢iilmiistiir. Nispi boylar1 ise 10,72—
14,09 arasinda degismektedir (Tablo 4.2.). Taksona ait idiyogram Goriintii Analiz
Sistemi araciligr ile cizilmistir (Sekil 4.4.). Taksonun karyotip formiili 7m+1sm

seklinde belirlenmistir.

Sekil 4.3. Globularia orientalis taksonunun metafaz kromozomlar1 (2n=16)
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10,83 -
975 -
8,67 -
7.58 -
6,50 -
542 -
433 -
305/ -

Length MicroMeter pm

247 -

e - .
HEm -
7

1 2 3 4 5 6

1,08 -

0,00 -

10 pm 8

Nu

Sekil 4.4. Globularia orientalis taksonunun idiyogrami

Tablo 4.2. Globularia orientalis metafaz kromozomlarinin 6zellikleri (um).

Kromozom | Kromozom kollar1 | Toplam | Kol oran1 | Nispi Sentromer
numarast Uzun Kisa uzunluk (U/K) boy pozisyonu
kol (U) | kol (K) (%) (kromozom
(um) (um) sembolii)

1 0,93 0,71 1,64 1,31 14,09 m

2 0,84 0,71 1,55 1,19 13,36 m

3 0,84 0,67 1,51 1,25 13,06 m

4 0,91 0,54 1,45 1,69 12,54 m

5 0,84 0,57 141 1,47 12,19 m

6 0,79 0,62 1,41 1,27 12,19 m

7 0,96 0,41 1,37 2,34 11,85 sm

8 0,71 0,53 1,24 1,32 10,72 m
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4.3 Globularia trichosantha Fisch & Mey . ssp. trichosantha tiiriiniin karyolojik
ozellikleri

Kromozom sayisi: 2n = 16 (x = 8), Yapilan kromozom ¢alismasinda Globularia tricho
taksonunun kromozom sayisi 2n = 2x = 16 olarak tespit edilmistir. (Sekil 4.5.)
Kromozom morfolojisi: Yapilan karyotip analizinde en kii¢iikk kromozom 1,36 pum, en
bliylik kromozom ise 2,05 um uzunlugundadir. Haploit kromozom uzunlugu 14,02 pm’
dir. Metafaz kromozomlarinin yedi ¢ifti median, bir c¢ifti submedian tiptedir.
Kromozomlarin kol oranlar1 1,05-1,73 pum olarak Ol¢iilmiistiir. Nispi boylar1 ise 9,74—
14,66 arasinda degismektedir (Tablo 4.3.). Taksona ait idiyogram Goriintii Analiz
Sistemi araciligr ile cizilmistir (Sekil 4.6.). Taksonun karyotip formiili 7m+1sm

seklinde belirlenmistir.

G A
\ o
M W st
Sekil 4.5. Globularia trichosantha ssp. trichosantha taksonunun metafaz kromozomlari

(2n=16)
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11,67
10,50
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817 -

Length MicroMeter pm

233
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0,00
10 pm

7,00 -
583 -
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L] L1 | [ e
HAmEEEEEs
1 z 3 4 5 153 7 8

Nu

Sekil 4.6. Globularia trichosantha ssp. trichosantha taksonunun idiyogrami

Tablo 4.3. Globularia trichosantha ssp. trichosantha metafaz kromozomlarinin

ozellikleri (um).
Kromozom | Kromozom kollar1 | Toplam | Kol orani1 | Nispi Sentromer
numarast Uzun Kisa uzunluk (U/K) boy pozisyonu
kol (U) | kol (K) (%) (kromozom
(um) (um) sembolii)
1 1,21 0,84 2,05 1,45 14,66 m
2 1,01 0,96 1,97 1,05 14,06 m
3 1,18 0,74 1,92 1,59 13,66 m
4 1,01 0,84 1,85 1,20 13,20 m
5 1,13 0,66 1,78 1,73 12,74 sm
6 0,96 0,67 1,63 1,43 11,63 m
7 0,88 0,57 1,45 1,54 10,31 m
8 0,82 0,54 1,36 1,53 9,74
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5. BOLUM
TARTISMA SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Globularia cinsine ait Globularia
trichosantha ssp. trichpsantha, G. orientalis ve G. alypum taksonlarinin kromozom
sayilar1 belirlenip, karyotip analizleri yapilmistir. Calisma sonucu tiirlerin diploid

kromozom sayilar1 2n=2x=16 olarak tespit edilmistir.

Temel kromozom ve diploid kromozom sayilarinin ayni olmasina ragmen bu ii¢
taksonun kromozom morfolojileri birbirlerinden farklidir. Karyotip formiilleri temel
alindiginda G. trichosantha ssp. trichosantha ve G. orientalis taksonlarinin karyotip
formiilii 7m+1sm, G. alypum taksonunun karyotip formiili 6m+1lsm+1st olarak
belirlenmistir. Karyotip formiilleri ayni1 olsa bile her bir kromozomun uzunluguna
bakildiginda farkliliklar gézlemlenmektedir. Bu da bize tiirler arasindaki kromozom

morfolojilerinin tiirlere 6zgili olmasi gerektigini dogrulamaktadir.

Calisilan taksonlar arasinda en kii¢iik kromozom boyuna 1,07 um ile G. alypum taksonu
sahiptir (Tablo 4.1). En biiyiikk kromozom boyuna ise 2,05 um ile G. trichosantha ssp.
trichosantha taksonu sahiptir (Tablo 4.3). Haploid kromozom uzunlugu agisindan en
kiigik olgiim G. alypum (11,35 pm) taksonunda, en biiyiikk haploid kromozom
uzunluguna ise G. trichosantha ssp. trichosantha (14,02 um) taksonunda rastlanmistir.
Kol oranlarinda ise durum farklilik géstermekte olup, en kii¢iik ve en biiylik kol oranina
G. alypum’da rastlanilmustir (1,00-3,11). Nispi boylar1 kiyaslandiginda ise en kiiciik ve
en biiyiik nispi boya G. alypum’da rastlanmustir (9,43-15,86) (Tablo 4.1).

Globularia tiirleri iizerinde bugiine kadar yapilan ¢alisma sonuclar1 asagidaki gibidir:
Globularia alypum (2n=16 ve 32), G. amygdalifolia Webb (2n=16), G. arabica Jaub. &
Spach (2n=32), G. cambessedesii Willk. (2n=32, 62 ve 64), G. cordifolia L. (2n=16, 32
ve 48), G. incanescens Viv. (2n=16), G. liouvillei Jahand. & Maire (2n=16), G. nainii
Batt. (2n=16), G. nudicaulis L. (2n=16 ve 24), G. punctata Lapeyr. (2n=16), G. repens
Lam. (2n=16 ve 32), G. salicina Lam. (2n=16), G. spinosa L. (2n=16), G. trichosantha
Fisch. & C.A.Mey. ssp. trichosantha (2n=16), G. valentina Willk. (2n=16 ve 32) ve
G.vulgaris L. (2n=16 ve 32) olarak rapor edilmistir (Ravnik, 1965; Fedorov, 1974,
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Murin, 1978; Borgen, 1980; Cardona ve Contandriopoulos, 1980; Hallonova 1982;
Galland, 1985; Strid ve Andersson. 1985; Milleti ve Mori, 1988; Suda ve ark, 2005;
Gagnidze, 2006). Yapilan ¢alismalar 1s18inda temel kromozom sayisinin x=8 oldugu
goriilmektedir ve 2x, 3x, 4x ve 8x poliploid seviyeleri cinste gozlemlenmistir. Bizim
calismamizda ise temel kromozom sayisi x=8 olup Onceki c¢alismalarla uyum

saglamaktadir.

Somatik kromozomlarin boyanmasinda ise 1N HCI’de oda sicakliginda soguk hidroliz
edildikten sonra % 2’lik Aseto-orsein boyasi ile boyanmistir. % 2’lik Aseto-orsein
boyamasinin bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, Aseto-orsein
boyast kromozomlarin sismesine neden olmakta ve kromozom morfolojilerinin
belirlenmesini engellemektedir. ikinci bir dezavantaj: ise, preparat yapiminda % 45°lik
Asetik asit kullanildig1 halde hiicre sitoplazmasinin yeterince temizlenememesidir.

Biitiin bu dezavantajlarina ragmen mitotik metafaz kromozomlarinin en iyi boyanmasini
% 2’lik Aseto-orsein ile saglanmigtir. Metafaz kromozomlarinin goriintiilerinin elde
edilmesi sonucunda karyotip analizlerine ait detayl 6l¢iimler yapilmistir. Elde edilen
metafaz hiicrelerinin arastirma mikroskobundaki goriintiileri bilgisayar ortamina
aktarilmis ve kromozom morfolojileri Gortintii Analiz Sistemi araciligt ile mikron
cinsinden olglilmiistiir. Ayrica taksonlara ait idiyogramlar ve karyogramlar da bu sistem

aracilig ile ¢izilmistir.

Karyotip, mitoz metafazinda gdzlemlenen kromozomlarin fenotipik yansimasi ya da
kromozom morfolojisi olarak ifade edilir. Karyotip analiz, karakteristik olarak
kromozom sayisi, temel kromozom sayisi, poliploidi bilgilerini igerir. Buna ilave olarak
nispi kromozom boylarini, toplam haploid boy uzunlugunu, kol oranlarini ve sentromer
pozisyonunu ve sentromerik indeksi igermektedir [28]. Karyolojik veriler bitki
sistematigi ve evrim ¢aligmalarinda biiyiik 6neme sahiptir ve tiirler arasinda iliskilerin
sinirlarini  olusturmada etkili bir aragtir [29]. Son yillarda filogenetik iliskilerin
degerlendirilmesinde molekiiler filogeninin biiylik katkis1 olmasina ragmen,
karyomorfolojik verilerin etkisi géz ard1 edilemez. Tiirler arasindaki filogenetik iliskinin

belirlenmesinde karyomorfolojik parametrelerin karakter olarak kullanimi gercekten de
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etkili ve gegerli bir yontemdir [28]. Yine buna ilave olarak karyotip simetri indeksleri de

karakter olarak kullanilabilmektedir.

Karyotip analizleri son zamanlarda degisik isimlerle adlandirilan bilgisayar destekli
yazilimlar aracilig1 ile yapilmaya baslanmistir. Sistematikte etkili bir bicimde kullanilan
kromozom verileri goriintli analiz sistemleriyle belirlenmektedir. Goriintii analiz
sistemleri karyotip analizlerinde hata oranini en az seviyeye indirgemektedir. Bununla
birlikte hizli sonu¢ vermesi, otomatik idiyogram ve karyogram olusturmasi gibi

avantajlar1 da vardir.
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