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Bu calismada, Polygala supina, P. anatolica, P. papilionacea, P. inexpectata, P.
hohenackeriana, P. vulgaris, P. alpestris, P. peshmenii, P. turcica ve P.
monspeliaca taksonlarinin somatik kromozom sayilari ve 2C c¢ekirdek DNA
ierikleri belirlenmistir. Orneklerin kromozom sayilari bakimindan en disik
kromozom sayisina sahip takson P. alpestris (2n= 24), en yuksek kromozom
sayisina sahip takson P. vulgaris (2n= 68, 2n= 70) olarak belirlenmistir.
Kromozom sayimi ¢alismalarina gére (P. vulgaris) tirinde 2n=4x=68 kromozom
sayisi ile tetraploidi tespit edilmistir. P. papilionacea (2n=42), P. inexpectata
(2n=34), P. peshmenii (2n=34) ve P. turcica (2n=38) turlerinin kromozom sayilari
ilk kez belirlenmistir. P. alpestris, P. papilionacea, P. anatolica ve P. vulgaris
taksonlari somatik kromozom sayilari bakimindan diger taksonlardan ayriimistir.
Akis sitometri galismasi bu tirler igcin 24 farkh populasyon ve 66 farkli birey
uzerinden gergeklestirilmistir. 2C ¢ekirdek DNA igerigi en dusuk takson 0,50 pg
ile P. monspeliaca en yuksek takson 2,42 pg ile P. alpestris’dir. P. monspeliaca



0,50 pg degeri ile gekirdek DNA igerigi bakimindan diger tim taksonlardan
ayrilmistir. Bu ¢alisma ile hem 3 Polygala tlriinde kromozom sayimi, 7 Polygala
turinde 2C c¢ekirdek DNA icerigi ilk kez belirlenmis hem de bu degerler
bakimindan uzerinde galigtigimiz Polygala taksonlarindan bazilarinin birbirinden

farkh oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akis sitometri, Cekirdek DNA igerigi, Kromozom sayimi,
Poliploidi, Polygala, Sitotaksonomi
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CYTOTAXONOMY OF SOME TURKISH POLYGALA L.
(POLYGALACEACE) TAXA

WITH CHROMOSOME COUNTING AND FLOW CYTOMETRY
(FCM) TECHNIQUES

Mustafa Koray SENOVA
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In this study, somatic chromosome numbers and 2C nuclear DNA contents of
some Polygala species which are Polygala supina, P. anatolica, P. papilionacea,
P. inexpectata, P. hohenackeriana, P. vulgaris, P. alpestris, P. peshmenii, P.
turcica and P. monspeliaca taxa were investigated. The taxon with the lowest
chromosome number in terms of chromosome numbers of the specimens was
determined as P. alpestris (2n= 24), and the taxon with the highest chromosome
number was determined as P. vulgaris (2n= 68, 2n= 70). According to
chromosome count studies, tetraploidy with 2n=4x=68 chromosome number was
detected in P. vulgaris species. Chromosome numbers of P. papilionacea
(2n=42), P. inexpectata (2n=34), P. peshmenii (2n=34) and P. turcica (2n=38)
species were determined for the first time. P. alpestris, P. papilionacea, P.

anatolica and P. vulgaris taxa differed from all other taxa in terms of somatic
iii



chromosome numbers. Flow cytometric analysis (or nuclear DNA content
analysis) was carried out on 24 different populations and 66 different individuals
for these species. Based on the results of flow cytometric analysis the lowest 2C
nuclear DNA content (0.50 pg) was observed in P. monspeliaca while the highest
2C nuclear DNA content (2.42 pg) was observed in P. alpestris. P. monspeliaca
was easily distinguished from other taxa as it had the most different nuclear DNA
content. In this study, both the chromosome count in 3 Polygala species and the
2C nuclear DNA content in 7 Polygala species were determined for the first time
and it was determined that some of the Polygala taxa we studied were different

from each other in terms of these values.

Keywords: Chromosome counting, Cytotaxonomy, Flow cytometry, Nuclear
DNA content, Polygala, Polyploidy
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1. GIRIS

1.1 Polygalaceae Familyasi

Polygalaceae familyasi APG sistemine gore Fabales takimi igerisinde yer alir ve
dort tribusa ayrilan, 29 cins ve kabul edilmis 1200 taksondan olusur [1]. Arktik
zonlar, Antarktika ve Yeni Zelanda disinda kozmopolit yayihg gosteren bir
familyadir [2], [3]. Tek yillik ve ayni zamanda ¢ok yillik otsu formlart ile ¢ali, yari
call, agac ve sarilici formlarda olabilirler [4]. Bu familyaya ait bitkilerin galatagog
ve galaktojen icerdiginden esinlenerek isimlendirildigi duislincesi bilim
dinyasinda hakimdir [5]. Polygalaceae, Fabales takimi icerisinde temsil edilen
takson sayisi bakimindan Fabaceae familyasindan sonra gelmektedir. Fabaceae
familyasi 773 cins ve kabul edilmis 22.089 takson ile ekonomik 0Onemi
bakimindan oldukga 6nemli familyalardan biridir [6]. Takim icerisindeki diger
familyalar Surianaceae ve Quillajaceae seklinde siralanmaktadir. Cogunlukla
Avustralya ve Guney Amerika kitalarinda yayilis gosteren bu iki kiguk familya
sinirli sayida takson ile temsil edilmektedir. Surianaceae familyasi yalnizca dort
cins ve alti takson ile temsil edilirken, Quillajaceae familyasi tek cins ve kabul

edilmis iki takson ile temsil edilmektedir [7].

Polygalaceae familyasina ait bazi taksonlarin tibbi bitki olarak kullanimi oldukga
yaygindir. Ozellikle saponin, ksanton, flavonoid, kumarin vb. bilesikleri
icermelerinden dolay! tibbi olarak ciddi bir éneme sahiptir [8]. Kuzey Amerika
yayllisli olan Polygala senega L. tlrinin kokleri organizmada inflamasyon
gidermesi, diuretik etki goOstermesi ve yilan 1singinin  tedavisinde
kullanilmasindan dolay! geleneksel olarak yerel halk tarafindan tedavilerde
onemli rol Gstlenmistir. Bir baska tur olan Cin yayihigh Polygala tenuifolia Willd.'nin
kOkleri ise igeriginde bulunan yogun saponin sebebiyle astim, bronsit ve oksuruk
tedavisinde etkili bir sekilde kullaniimaktadir [8]. P. tenuifolia’nin kdk ekstarktlari
ayni zamanda depresyon belirtilerini azaltmakta modern tipta kullaniimaktadir [9].
Diger taksonlardan P. paniculata L. ve P. japonica Houtt.’a ait ekstraktlarinin da
depresyon belirtilerini azaltici etki gosterdikleri raporlanmigtir [10]. Yalnizca
Polygala taksonlari degil familyaya ait diger taksonlarin kimyasal bilesikleri de

tibbi olarak kullaniimaktadir. Avustralya’nin kuzeydogdu bolgesinde dogal yayilis



gosteren Xanthophyllum fragrans C.T. White'in yaprak ekstraktlari, hastane
mikrobu olarak da bilinen, antibiyotige direncli suslari bulunan Pseudomonas
aeruginosa bakterisinin buyumesini kisitlayici 6zellik gostermektedir [11].
Afrika’da yayilis gosteren Securidaca longepedunculata Fresen.’nin oldukca
fazla sayida tibbi 6zellie sahip oldugu ve gesitli amaclar icin geleneksel tipta
kullanildigi bilinmektedir; agri kesici olarak zuhrevi rahatsizliklarin tedavisi gibi
cesitli alanlarda kullanildigr gibi, ayni zamanda S. longepdunculata HIV

replikasyonu lzerinde selektif inhibisyona sahip oldugu yayinlanmistir [12].

Ayrica Polygala myrtifolia L. ve Polygaloides chamaebuxus (L.) O.Schwarz

bahce bitkisi olarak ekonomik éneme sahiptir.

1.2 Polygalaceae ve Polygala’nin Taksonomisi

Tez calismasina konu olan Polygala cinsi Linneaus tarafindan, dinya dlgeginde
22 turu olan bir cins olarak yayinlanmistir [13]. Polygala genelinde ilk taksonomik
duzenlemeyi Candolle (1824) Polygala’yi sekiz ayri seksiyona ayirarak yapmistir
[14]. ik kapsamli taksonomik siniflandirma calismasi Chodat (1891) tarafindan
yapilmis seksiyonlar, alt seksiyonlar, seriler ve alt serileri iceren, o gtine kadar
bilinen tum Polygala taksonlari igin cins alti bir siniflandirma onerilmistir [15].
Baslangigta, Chodat (1891) Polygala'yl on iki alt seksiyona ayirmis, 1893'te
adlandirma calismalarini gerceklestirmistir [16]. 1896'da birkag baska seri ve alt
seksiyonu tanimlamig, familyay1 Polygaleae, Moutabeae, Xanthophylleae olmak
Uzere ug ayr tribusa ayirmistir [17]. Daha sonra ¢esgitli arastirmacilar familyanin
cesitli taksonlari Gzerinde bazi taksonomik diizenlemeler gerceklestirmis, Eriksen
1993’te Carpolobieae tribusunu eklemis bdylece familyanin tribus sayisi dérde
yukselmistir [18]. Polygalaceae familyasi molekiler cgalismalarin éncesinde,
zigomorfik ve 0zellikle kelebeksi giceklere sahip olmasindan dolayl Fabaceae
familyasi ile benzer gorulmus fakat bu benzerlik yalnizca morfolojik-fenolojik
g6zleme dayal olarak kalmistir. Polygalaceae familyasi zaman igerisinde
Malpighiales veya Polygalales takimlari altinda Krameriaceae, Trigoniaceae,
Vochysiaceae, Tremandraceae ve Malpighiaceae familyalari ile birlikte
siniflandiniimistir. Molekuler sistematik ¢alismalarinin yurGtiimesi ile beraber

Polygalaceae familyasinin Fabaceae familyasi ile taksonomik bakimdan
2



baglantili oldugu tespit edilmistir. Bu verilerin sonucu olarak Polygalaceae APG
I'de Fabales takiminin altina alinmigtir [19]. Uluslararasi Alg, Mantar ve Bitki
Adlandirma Yasasi (2012 Melbourne Yasasi)nda yer alan guncelleme ile
Moutabeae tribusunun ismi Diclidanthereae Reveal. olarak degistirilmistir [20].
Molekuler bitki sistematigi alaninin yayginlasmasi taksonomi igin oldukga faydal
sonuglar dogurmustur. Birgok familya gibi Polygalaceae icerisindeki taksonomik
durumu karisik, supheli olan bazi taksonlarin molekuler filogenetik analizlerin
yardimi ile taksonomik durumlari yeniden degerlendiriimektedir bu yonde bir¢ok
calisma mevcuttur [19], [2], [21], [23]. Bu taksonomik degerlendirme
calismalarinda en énemli asama morfolojik 6lgim ve gdézlemlerdir cogu zaman
filogenetik, anatomik, karyolojik vb. verilerin yardimindan da yararlanilir. Ornegin
yapilan bir arastirmada Arjantin'e endemik Polygala pterolopha Chodat,
Bredemeyera colletioides (Phil.) Chodat ve B. microphylla (Griseb.) Hieron.
taksonlari incelenmistir. P. pterolopha, Securidaca tlrlerine benzeyen tek kanatli
samara tipi meyvelere sahip bir tirken, Polygala cinsinin diger turlerinde kapsdil
meyve tipinin gorulmesi bu turan yanhg siniflandirildigr suphesini dogurmaktadir.
Diger iki tur, B. colletioides ve B. microphylla ¢cok kisa rasemlere sahip dikenli
calilardir, diger tim Bredemeyera taksonlari ise panikilleri olan dikensiz
bitkilerdir. Bu ve benzeri morfolojik farklihklar baz alinarak ve molekuler
filogenetik analizlerin yardimi ile s6z konusu taksonlarin taksonomik basamaklari
sirasilyla Monrosia pterolopha (Chodat) Grondona, Hualania colletioides Phil.,
Rhamphopetalum microphyllum (Griseb.) J.F.B.Pastore & M.Mota, olarak
degistirilmistir [24].

Cografi konumu itibariyle Turkiye, Avrasya bolgesinde yer almasindan dolayi
gerek Flora Europaea, gerekse Flora Orientalis eserlerinde Ukemizin florasina
dair bilgiler de verilmistir. Avrupa florasinda yer alan 33 farkli Polygala ttrintin 7
tanesinin Turkiye’de de yayilis gosterdigi belirtiimistir [25]. Dogu florasinda
ulkemizde de yayilis gosteren P. monspeliaca, P. alpestris, P. comosa gibi bazi
turlerin Ulkemiz ve gevre cografi bdlgelerde yayilis gdsterdigi belirtiimistir [26].
Ulkemiz florasi (izerine yuritilen ¢alismalar dogrultusunda edinilen bilgilere gére
Polygalaceae familyasi Ulkemiz igin yalnizca Polygala cinsi ile temsil

edilmektedir. Polygala’nin Turkiye’de dogal olarak yayilis gosteren taksonlarinin
3



taksonomisi Uzerinde Cullen’dan sonra yapilmis kapsamli bir ¢alisma yoktur,
Cullen, Turkiye Floras’nda 12 taksonu kabul etmistir [27]. TUrkiye Florasi’'nin ek
birinci cildinde bu cinse U¢ yeni takson daha eklenerek sayi 15’e yukselmistir [28].
Son kaynaklara gore ise yayinlanan yeni kayitlarla beraber gincel dogal takson
sayisi 19 olarak olarak revize edilmigstir [29], [30], [31]. Polygala myrtifolia L.’nin
ulkemizde bahge ve peyzaj bitkisi olarak kullanildigi fakat tGlkemiz florasina ait
dogal bir takson olmadigi bilinmektedir. Turkiye sinirlari igerisinde bulunan

Polygala taksonlari Cizelge 1.1'de gosterilmistir.

Cizelge 1.1 Turkiye’de Yayilis Gosteren Polygala Taksonlari

Turkiye’de Yayilis Gosteren Polygala Taksonlari

1- Polygala myrtifolia L. Sp. PIl. 703 (1753). Kultur Bitkisi

2- P. supina Schreb., Icon. Descr. PI. [Schreber] 19, t. 19 (1766)

3- P. stocksiana Boiss., Diagn. ser. 2(1): 59 (1853).

4a- P. pruinosa Boiss., Diagn. ser. 1(1): 8 (1843) emend. Diagn. ser. 2(1): 58 (1853).

subsp. pruinosa

4b- P. pruinosa Boiss., Diagn. ser. 1(1): 8 (1843) emend. Diagn. ser. 2(1): 58 (1853)
subsp. megaptera Cullen in Notes R.B.G. Edinb. 25: 46 (1963). ENDEMIK

5- P. venulosa Sm. in Sibth. & Sm., FI. Graec. Prodr. 2: 52 (1813).

6- P. major Jacq., Fl. Austr. 5: 6 (1778).

7- P. anatolica Boiss. & Heldr., Diagn. PI. Orient. ser. 2, 1: 57 (1854).

8- P. transcaucasica Tamamschian, Feddes Rep. 39: 325 (1935-36).

9- P. papilionacea Boiss., Diagn. PI. Orient. ser. 1: 8 (1843).

10- P. inexpectata Pesmen & Erik, Notes R.B.G. Edinb. 38:435 (1980). ENDEMIK

11- P. hohenackeriana Fiseh. & C.A.Mey. In Index Sem. Hort. Petrop. 4:42 (1838).

12- P. comosa Schkuhr, Bot. Handb. 2: 324 (1796).




13- P. vulgaris L, Sp. Pl. 702 (1753).

14- P. alpestris Reichenb., Iconogr. Bot. Pl. Crit.1: 25 (1823).

15- P. peshmenii Eren et al. Bot. J. Linn. Soc., 158, 82—86 (2008). ENDEMIK

16- P. turcica D6nmez & Ugurlu, Willdenowia 45: 430 (2015). ENDEMIK

17- P. monspeliaca L, Sp. PI. 702 (1753)

18- P. azizsancarii Donmez, Phytotaxa 340 (3), 255-262 (2018). ENDEMIK

1.3 Polygalaceae’nin Biyocografyasi ve Dagilim Stratejisi

Familya bazinda bakilirsa Polygalaceae familyasi birkac istisna bodlge hari¢
neredeyse Dlnya genelinde yayilisa sahiptir [2]. Polygala 6zelinde ise Abbott [32]
tarafindan Polygala Yeni Dunya Taksonlari (YDT) ve Polygala Eksi Dinya
Taksonlari (EDT) olarak iki ayri soy belirtiimistir. Polygala YDT, Kuzey ve Gliney
Amerika’da yer alan taksonlari ifade ederken, Polygala EDT Asya, Avrupa, Afrika
ve Avustralya kitasindaki taksonlari ifade etmektedir. Boyle genis bir yayihm s6z
konusu olunca oldukga farkli morfolojik, karyolojik vb. cesitlenmeler gorilmesi

oldukca olasidir.

Polygala Uzerinde vyapilan bazi arastirmalar taksonlarin biyocografik
dagihmlarinin karyolojik durumlariyla iligkili olabilece@ini ortaya ¢ikarmistir [33].
Cogdu Avrupa taksonu x=17 dluizeyinde, bircok Afrika taksonu ise x=19 dizeyinde
temel kromozom sayisina sahiptir [34]. Kuzey Amerika taksonlari ise (x =6, 7, 8,
9, 10, 17, 23) ile oldukca farklh temel kromozom sayilarini igerisinde
barindirmaktadir [33], [35]. Bu ve benzeri karyolojik veriler biyocografya
konusunun bu tez calismasi icin onemli bir parametre oldugunu gozler 6nune

sermektedir.

Forest ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gore Polygalaceae ve kardes taksonu
Surianaceae arasindaki evrimsel ayrilma Geg Kretase'de yaklasik 66.9 milyon yil
once (myd) meydana gelmis olmaldir ve Polygalaceae'nin mevcut soylari
bundan kisa bir slire sonra Ge¢ Paleosen doneminde yaklasik 60.4 my6

ayrilmaya baslamistir [21]. Fakat Pastore ve ark. gergeklestirdigi calismada bu
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calismanin aksine, Xantophyllum hari¢ Polygalaceae familyasinin atasinin,
yaklasik 84 myd Geg Kretase doneminde Asya, Orta Dogu, Avustralya ve Giney
Amerika bolgelerini igeren bir bolgede ortaya c¢iktigini gostermislerdir [2]. Bu
sonuca goére Polygalaceae familyasi sanilanin aksine daha uzun siredir

yeryuzunde yasamini surdurmektedir.

Ayni calismaya gore Polygaleae tribusunun, Ge¢ Kretase doneminde, 76 myo
Guney Amerika'da ortaya c¢iktigi gosterilmistir [2]. Muraltia, Polygala EDT ve
SECHP (Salomonia/Epirixanthes/Polygala subg. Chodatia/Heterosamara/
Polygaloides) soylarinin atasinin ise Eosen doneminde 55,5 myd Afrika’nin
guneyinde ortaya c¢iktigini ortaya koymuslardir. Muraltia soyu Oligosen
déneminde, 28 milyon yil énce Afrika’nin guneyinde ortaya c¢ikmistir. Bu
calismaya gore Ulkemiz taksonlarinin yer aldigi Polygala EDT’ye ait atasal
formun Eosen doneminde 36,5 milyon yil dnce yine Afrika’nin gliineyinde ortaya
ciktigi belirtiimigtir. SECHP soylarinin atasinin ise Eosen déneminde 50 milyon
yil 6nce Afrika’nin glneyi ve Asya’da ortaya ciktigi belirtiimistir. Amerika
taksonlarinin yer aldigi Polygala YDT ise Eosen doneminde 51,5 milyon yil dnce
Guney Amerika’da ortaya ¢ikmistir. Kuzey Amerika’ya endemik YDT icerisindeki
Polygala soylarinin atalari Oligosen déneminde 25,5 milyon yil dnce Kuzey ve

Guney Amerika’da ortaya cikmigtir (Sekil 1.1).

Erken Kretase Geg Kretase Paleosen Eosen Oligo Miyosen  Pliyosen Kuaterner
4 | Milyon Yil Once (Myd)

t 1 t t t 1 1 t 1 T t 1 t T
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 5 0
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.- @ Polygala EDT*
Polygala vulgaris (~ 11

Polygaleae H &

| Polygala
| | o
Polygal: :

olygalaceae i | Amerika'ya Endemik

I‘ Polygala YDT*™*
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Sekil 1.1 Polygalaceae familyasina ait soylarin jeolojik zaman igerisindeki

olusumu (Pastore ve ark., 2019).

1.3.1 Dagilim Stratejisi

Polygalaceae’nin biyocografik analizi dispersal kavrami ile daha derin anlam
kazanmaktadir. Zira Polygalacece’nin neredeyse tum dunyada yayilim gosterdigi
ve c¢ogu taksonun tohumlarinda elaizom igeren vyapilar bulundurmasi
mirmekokori (karincalar ile dagilim) olgusunun énemini arttirmaktadir. Bitkiler
bilindigi Gzere nesillerinin devamini saglamak igin birbirinden farkl yapida tohum
olusturmaktadirlar. Bu tohumlarin sacgilimi rizgar veya su gibi dogal etmenler
aracihigiyla olabildigi gibi, diger canlilari cezbederek onlarin vasitasiyla
gerceklesen bir dagihm da s6z konusu olabilir [36]. Ozellikle Polygala
taksonlarinda gorulen elaizom yapilari lipit ve protein bakimindan oldukg¢a zengin
olduklarindan dolayi karincalarin ilgisini ¢cekmekte ve bu yapilar karincalar
tarafindan besin olarak kullanmaktadir [37]. Ayrica Turkiye'de yayilis gosteren
Polygala taksonlarinin tohum ve kapsul morfolojisini inceleyen Ugurlu Aydin [38]
elaizom seklinin Polygala turleri i¢cin dnemli bir ayirt edici karakter oldugunu
belirtmis ve bunu olusturdugu teshis anahtarinda kullanmistir. Dolayisiyla
elaizom yapisi yalnizca dispersal icin degil, cinsin taksonomisi i¢cin de 6énem
tasimaktadir (Sekil 1.2). Polygalaceae familyasina mensup cinslerin yaklasik

%50’si, tum tlrlerinin %87’si mirmekokori ile dagiimaktadir [37].

Mirmekokori olgusu incelenirken bu mutualist iliskinin Polygala ile karincalarin
birlikte evrildigi algisina yol agmamasi igin birka¢ bilgi sunulmahdir. Oncelikle
karincalar ile elaizomlar arasinda bir gecikme donemi oldugu bilinmelidir. Karinca
fosil kayitlari, Kuzey Yarim Kire'nin gesitli yerlerinde bulunan ve su anda soyu
tukenmis Sphecomyrminae alt familyasinin kalintilari ile Kretase donemine, yani
en az 100 milyon yil 6ncesine dayanmaktadir [39]. Yerylzundeki gruplara ait en
eski fosil kayitlari ise, Formicinae alt ailesine atanan tek bir bireyle Geg
Kretase'ye (Turoniyen, 93.5-89 myd) aittir [40, 41]. Polygalaceae'de karinca
yayllmasinda yer alan en yaygin elaiozom tipi olan karunkular elaiozom

evriminin, Erken Eosen'de 54.0 myd ile 50.5 my0 arasinda gercgeklestigi ortaya
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konulmustur. iki canli grubu arasindaki bu gecikme ddnemine ragmen
elaiozomlarin, son 40-50 my®d artan kuresel sicakliklarla ve karinca soy
saylilarindaki belirgin bir artigla genis dl¢ide eszamanli oldugu ortaya konmustur
[37].

_ Karunkular elaizom

Sekil 1.2. Polygala vulgaris tiriine ait tonum yapisi (Ugurlu Aydin, 2020), (Olcek=

1 mm).

1.4. Kromozom Sayimi

Kromozomlar, canhlarin genetik yapi taglarini barindirdigi icin tarih boyunca
oldukga onemli calisma materyalleri olarak degerlendirilmislerdir. Walther
Flemming 1882 yilinda canhlardaki ilk kromatin varhigini kesfetmis daha
sonrasinda kesfedilen bu yapi1 Wilhelm von Waldeyer-Hartz tarafindan kromozom
olarak isimlendirilmistir [42]. Kromozomun kesfinden sonra yurutilen kromozom
sayimi ¢alismalari, canllarin ploidi seviyesini belirlemek i¢in zaman icerisinde
oldukga uygun, kolay ve islevsel bir calisma metodu olarak sitogenetik
arastirmalarin temelini olusturmustur. Sadece numerik bir veriden ibaret olmayan
bu calisma kolu, sentromer pozisyonuna gore kromozomlarin adlandiriimasiyla,
karyogram ve idiogramlarin olusturulmasiyla karyomorfoloji alanina donusmustur
[43], [44]. Sentromer pozisyonu, karyomorfolojik olarak olduk¢ca onemli bir
parametredir ve temel olarak metasentrik (m), submetasentrik (sm),

subtelosentrik (st), telosentrik (t) olmak Uzere dérde ayrilmaktadir (Sekil 1.3).



Gunumuzde gelisen molekuler sitogenetik tekniklerle birlikte efektif bir sekilde
kullaniimaktadir. Bitkilerin olduk¢a farkli sayida ve yapida kromozom
bulundurmasi botanik alaninda sitogenetik calismalarin  6nemini oldukca
arttirmigtir [45], [46]. Euploidik anomalilerin (kromozom setinin anormal bigimde
katlanmasi 2x,4x vb.) ve standart olmayan kromozomlarin (B kromozomlari)

bitkilerde yaygin olmasi da bu ¢alisma alaninin énemini arttirmaktadir [47].

o
p Kolu
L)
) Sentromer
g Kolu
A B

Sekil 1.3. Sentromer bolgesine gore kromozomlarin adlandiriimasi (Levan ve
ark., 1964). A: Metasentrik (m) B: Submetasentrik (sm) C:
Subtelosentrik (st) D: Telosentrik (t).

Polygalaceae familyasinin karyolojik durumu oldukga degisken niteliktedir.
Familyaya ait temel bir kromozom sayisi belirtmek mUmkun dedildir. Literatur
taramalarinda c¢ogunlukla Polygaleae tribusu Uzerinde karyolojik calismalar
yurutildigu gozlemlenmigstir. Diger tribuslardan Carpolobieae tribusuna ait
Carpolobia alba G. Don. (n=11), Carpolobia lutea G. Don. (n=10) ve Atroxima
liberica Stapf. (n=9) kromozom sayilarina sahiptir, Moutabeae (Yeni ismiyle
Diclidanthereae) tribusuna ait Eriandra fragrans P. Royen & Steenis taksonu ise

n=14 kromozom sayisi olarak belirtilmistir [48].



Xanthophylleae tribusuna ait herhangi bir kromozom sayisi yayinlanmamistir.
Mejiden, Xanthophllum fragrans Uzerinde c¢esitli arastirmalar gercgeklestirmistir
fakat tirin kromozom sayisi belirlenememis ve halen bilinmemektedir. Tarun
sinirh yayilis gostermesi, petallerin cins igerisinde en genis buyuklikte olmasi,
cins igerisindeki en uzun anterlere sahip olmasi ve cins icerisindeki taksonlar
arasinda en buyuk polen tanelerine sahip olmasi bakimindan poliploid olabilecegi
disunilmustir. Ozellikle kiltur bitkilerinde goériilen bu siradisi oranlar siklikla

poliploidi olgusuna yorumlanmaktadir [49].

Polygaleae tribusu Uzerine yapilan karyolojik arastirmalarda ¢odu cins igin bir
veya birkag temel kromozom sayisi bilinse de Polygala cinsi icerisinde kromozom
sayisiI bakimindan varyasyon oldukga fazladir. Polygala cinsinin Chamaebuxus
seksiyonuna ait temel kromozom sayisi x=7 olarak belirtiimigtir. Polygala
chamaebuxus L. olarak tanimlanan daha sonra Polygaloides cinsine aktarilan
Polygaloides chamaebuxus tiri 2n=6x=44 kromozom sayisi ile hekzaploid
olarak belirtilmistir [50]. Polygala’ya ait bazi taksonlarin kromozom sayisi Cizelge
1.2.’de verilmistir. Familyanin tip 6rnegi olan ve Ulkemizde de dogal olarak yayilis
gosteren P. vulgaris birgok calismada 2n=4x=68 tetraploid olarak belirtiimigtir.
[51], [52], [53].

Literatir taramalarinda yalnizca bir taksona ait karyomorfoloijik verilere
erisilebilmigtir. P. tenuifloia tirinde yuritilen galisma sonucunda 2n=28=26 m
(2SAT) + 12 sm biciminde karyotip formuld belirtilmistir [54]. SAT satellit
kromozomu ifade etmektedir. Polygala genelinde mitotik kromozomlarin oldukca
klguk boyutlarda olmasi karyomorfolojik bir ¢alisma yudrutilmesini oldukca

zorlastirmaktadir.

Cizelge 1.2. CCDB veri tabanindaki Polygala taksonlarina ait diploid (2n)
kromozom sayilari (Rice ve ark., 2015, The Chromosome Counts
Database (CCDB)).

Kromozom

Takson Referans
Sayisi (2n)
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Polygala carueliana (A. W. Benn.)

Bechi ve ark., 1996 [55].

16
Caruel
P. dolichocarpa S. F. Blake 16 Love, A., 1983 [56].
P. scoparia Kunth 16 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. boliviensis A. W. Benn. 18 Marhold ve ark., 2019 [57]
P. fishiae Parry 18 Ornduff, 1968 [58]
P. alba Nuitt. 24 Love, A., 1983 [56]
P. apiculata Porta 24 Peruzzi ve ark., 2005 [59]
P. rivularis Gurke 24 Moore, R.J., 1977 [60]
P. vergrandis W. H. Lewis 24 Love, A., 1983 [56]
P. stenopetala Klotzsch 26 Moore, R.J., 1977 [60]
P.amara L. 28 Glendinning, 1960 [51]
P. boykinii Nutt. 28 Cave, M. S., 1963 [61]
o 28 Sharma & Mehra, 1978
P. crotalarioides B. -Ham. ex DC.
[62]
P. grandiflora Walter 28 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. macrostigma Chodat 28 Moore, R.J., 1977 [60]
P. tweedyi Britton ex Wheelock ~28 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. vayredae Costa 28 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. reducta S. F. Blake 30 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. anatolica Boiss. & Heldr. 32 Love, A., 1988 [63]
_ Zapatero & Rosello, 1985
P. microphylla L. 32
[64]
_ Merxmuller & Heubl, 1983
P. alpestris Rchb. 34
[50]
) 34 Merxmdller & Heubl, 1983
P. alpina (DC.) Steud.
[50]
34 Merxmduller & Heubl, 1983
P. amara subsp. brachyptera Hayek [50]
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34 Merxmuller & Heubl, 1983
P. amarella Crantz
[50]
P. calcarea F. W. Schultz 34 Glendinning, 1960 [51]
34 Merxmuller & Heubl, 1983
P. comosa Schkuhr
[50]
P. major Jacq. 34 Letz ve ark., 1999 [65]
P. mariana Mill. 34 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. nicaeensis Risso ex W. D. J. Koch 34 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. paucifolia Willd. 34 Love, A., 1982 [66]
P. rupestris Pourr. 34 Dahlgren, 1971 [67]
P. scoparioides Chodat 34 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. senega L. 34 Love, A., 1982 [66]
P. serpyllifolia Hosé 34 Glendinning, 1960 [51]
P. tenuifolia Willd. 34 Fu ve ark., 2007 [54]
P. verticillata L. 34 Love, A., 1982 [66]
P. cruciata L. 36 Lewis & Davis, 1962 [33]
o Sharma & Mehra, 1978
P. abyssinica R. Br. ex Fresen. 38
[62]
- _ 38 Sharma & Mehra, 1978
P. longifolia Poir.
[62]
P. monspeliaca L. 38 Moore, R.J., 1977 [60]
P. myrtifolia L. 38 Glendinning, 1960 [51]
P. triflora L. 38 Federov, 1974 [68]
P. curtissii A. Gray 40 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. sibirica L. 42 Stepanov, 1992 [69]
P. nuttallii Torr. & A. Gray 46 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. chinensis L. 48 Love, A, 1967 [70]
Khatoon, S. & S. I. Ali.,
48
. 1993 [71]
P. erioptera DC.
26 Sharma & Mehra, 1978
[62]
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P. multiflora Poir. 52 Federov, 1974 [68]
P. paniculata L. 52-56 Federov, 1974 [68]
P. ovatifolia A. Gray 56-60 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. polygama Walter 56 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. lutea L. 68 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. nana DC. 68 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. ramosa Elliott 68 Lewis & Davis, 1962 [33]
P. rugelii Shuttlew. ex A. Gray 68 Lewis & Davis, 1962 [33]

28, 32, ~56 | Lewis & Davis, 1962 [33]
P. vulgaris L.

68 Merxmdiller & Heubl, 1983
[50]

P. chapmanii Torr. & A. Gray 72 Cave, M. S., 1963 [61]
P. praetervisa Chodat 96 Cave, M. S., 1963 [61]

1.5. Akig Sitometri

Akis sitometri, orijinal ismi ile Flow cytometry (FCM) teknigi sitogenetik calismalar
icin oldukca ©6nemli bir arastirma yontemidir. Temel anlamda hiicre veya
parcaciklarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini tespit etmek/6lgcmek icin kullanilan
bir teknik olan bu yontem DNA icerigi, ploidi tespiti, polisomati analizi gibi oldukca
farkli calisma yontemlerinde kullanilir [72]. Akig sitometri kendi icerisinde birgok
farkh prensibe ait alani (mudhendislik, fizik, kimya, tip, biyoloji vb.)
birlestirmesinden dolay! teknigin ortaya c¢ikisi hakkinda net bir tarih belirtmek
mimkin degildir [73]. Fakat yapilan literatur taramalarinda bulunan en eski
calisma 1934 yilinda Moldovan tarafindan hucre sayimi amagh yuratulen
calismadir [74]. Akis sitometri teknigi O©ncesinde kullanilan feulgen
mikrospektrofotometri teknigi ile birgok ¢alisma yurGtiimustur fakat sonrasinda
arastiricilar ayni amagla kullanilan, daha hassas olgim yapabilen akis sitometri
teknigini benimseyip c¢alismalarini yurGtmuaglerdir. Zaman igerisinde gelisen

teknolojiyle birlikte Oncelikle saghk sektéri tarafindan yogun bir sekilde
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kullaniimig, sonrasinda diger bilim dallari da bu yéntemi kendi g¢alismalarina
adapte etmislerdir [75, 76]. FCM, 1970’li yillarda bitki biliminde kendi kimligini
kazanmig, botanik alaninda ilk FCM analiz yayinini Heller 1973’te Vicia faba L.
'nin kok uclarindan hazirlanan 6rnegin g¢ekirdek DNA igerigini analiz ederek
gerceklestirmistir [77]. Bennett, Smith ve Heslop-Harrison ¢ok sayida kapali
tohumlu bitkinin ¢ekirdek DNA igerigini hesaplamis ve yayinlamislardir. Bu
calismalar zengin veri kaynagi olarak sitogenetik arastirmalar igin rehber
niteligindedir [78, 79]. 90’ ve 2000’li yillarda ise Cek bilim insani J. Dolezel
tarafindan botanik sitogenetigi alanina metodoloji olarak 6nemli katkilar
sunulmustur [80, 81, 82].

Genom buoyudkliga (C degeri olarak da bilinir) canhinin haploid genomu
icerisindeki toplam DNA miktandir. Gunumize kadar genom buyuklugu
hesaplanan kapali tohumlu bitkiler arasinda yaklasik 2400 kat fark olmasi genom
blyUkligunin botanik ¢alismalar icin 6nemini ortaya koymaktadir [83]. Bugline
kadar analizi gergeklestirilen angiospermlerden en kiicik genoma sahip bitki 0,13
pg (2C) blayukluguyle Genlisea tuberosa (Lentibulariaceae) taksonu olurken, en
blyuk genoma sahip takson 304,46 pg (2C) ile Paris japonica (Melanthiaceae)
olmustur [84, 85]. Bitkilerde akis sitometrinin en yaygin olarak kullanildigi alan
cekirdek DNA analizidir. Cekirdek DNA icerigi genom buyuklugu bilinen standart
bitki ile 6rnegin floresan yogunlugunun kiyaslanmasiyla belirlenmektedir.Analiz
oncesi standart materyal secimi son derece 6énemlidir. Bu standart, ¢cekirdek DNA
icerigi bilinen herhangi bir bitki olabilir. Ancak standart olarak kullanilacak olan
bitkinin genetik olarak stabil, bunyesinde fenolik bilesik bulundurmamasi ve kolay
erigilebilmesi arzu edilir [86]. Ayni tur igerisinde ploidi duzeyi ile ¢ekirdek DNA
icerigi arasinda dogrusal bir oranti olmasindan dolay! ¢ekirdek DNA iceriginin
belirlenmesiyle bitkinin ploidi durumuyla ilgili yorum yapilabilmektedir [87]. Ayrica
klasik kromozom sayimi calismalari (ezme-yayma preparasyon vb.) yogun
zaman ve emek iceren galismalar oldugundan dolayi bu galismalar yerine daha
pratik, hizli ve guvenilir bir yontem olan akis sitometri kullanimi oldukga
yayginlagsmistir. Cekirdek DNA igerigi tlrlerin genom yapilarinin belirlenmesi,
genom iligkilerinin saptanmasi ve evrimlerinin anlagiimasi konularinda da yaygin
bir sekilde kullaniimaktadir. Buttin bunlarin yani sira akis sitometri ile belirlenmis

olan genom buyuklugl bu gin organizmalarin genomlarinin sekanslanmasinda
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uygun stratejilerin belirlenmesi, planlama, ve maliyetin saptanmasinda da son

derece yararl olmaktadir.

Fabales takimina ait taksonlarin ¢ekirdek DNA icerik analizlerine dair birgok
calisma mevcuttur. Bu ¢alismalarin ¢gok buyuk bir cogunlugu, yiuksek ekonomik
oneme sahip oldugundan dolayi Fabaceae familyasina aittir. Islah ¢alismalari ve
diger tarimsal galismalar oncesinde kisirlik, genetik uyusmazlik gibi sorunlarla
kargilasmamak icin tur teshisinin net bir sekilde yapilmasina ihtiya¢ duyuldugu
bilinmektedir [87]. Cekirdek DNA igerigi ve ploidi dizeyinin sitotaksonomik bir
teknik olarak kullanilmasi, akis sitometri ¢alismalarinin bu familyada neden ¢ok
fazla sayida oldugunu agiklamaktadir. Ornegin familyaya ait 6nemli cinslerden
biri olan Vicia taksonlarina ait calismalar incelendiginde Turkiye'de de yayilg
gosteren diploid V. lunata 3,70 pg ile en kiguk 2C c¢ekirdek DNA igerigine
sahipken, tetraploid V. faba 6rnegi 54,80 pg ile en blylk 2C c¢ekirdek DNA
icerigine sahiptir, bu iki taksonun DNA icerigi arasinda yaklasik 15 kat fark oldugu
belirlenmistir [79, 88].

Quillajaceae familyasina ait yalnizca bir tlre ait c¢ekirdek DNA igerigi
bilinmektedir. Giney Amerika yayiligh olan, agac¢ formundaki Quillaja saponaria
Molina’ nin 2C ¢ekirdek DNA igerigi 0,84 pg olarak belirtilmigstir [89].

Surianaceae familyasina ait Avustralya yayiligh, aga¢ formundaki Stylobasium
spathulatum Desf. taksonuna ait 2C cekirdek DNA icerigi 2,62 pg olarak
belirtilmistir [90].

Polygalaceae familyasinda ise Polygala genusu Uzerine cgesitli akis sitometri
calismalari yaratalmustar. Literatir taramalarinda 2n=34 kromozom sayisina
sahip diploid Polygala amara subsp. brachyptera 0,84 pg ile en kuciuk 2C
cekirdek DNA icerigine sahiptir [91]. 2n=34 kromozom sayisina sahip P.
paucifolia 3,10 pg 2C cekirdek DNA icerigine sahiptir [92]. Hojrales ve ark.,
Polygala angustifolia, P. vulgaris ile P. microphylla taksonlarinin 2C c¢ekirdek
DNA igeriklerini belirlemek igin analiz gergeklestirmis ve sirasiyla 0,85 pg, 0,89
pg, 1,05 pg sonuglarini elde etmistir [93]. Pustahija ve ark. tlkemizde de yayilis
gOsteren P. supina ve P. major taksonlarinin 2C ¢ekirdek DNA igerigini sirasiyla
1,79 pg ve 1,07 pg olarak tespit etmistir [94].
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1.6. Sitotaksonomi

Taksonomi ve sitogenetik alaninin ortak veri havuzu ile olusan sitotaskonomi,
bitkilerin siniflandiriimasi igin kiymetli veriler tretmektedir. Sitotaksonomi ifadesi
ilk olarak 1964 yilinda Sharma tarafindan kullaniimistir [95]. Sitogenetik analizler
ile belirlenen kromozom boyu (kol uzunluklari, toplam boy vb.), ploidi seviyesi,
cekirdek DNA igerigi, heterokromatik bantlar, rDNA bdlgelerinin sayisi gibi
oldukga farkli sayr ve nitelikteki verilerin yardimi ile taksonomik yorumlar
yapilabilmektedir [96]. Ornegin yapilan bir galismada akrosentrik kromozomlarin
uzun kollarinin proksimal bdlgesinde gbézlenen CMA bantlari Nothoscordum
macrostemon tirine ait diploid ve tetraploid bireylerde gérilirken, N. nudicaule
turinin herhangi bireyinde go6zlenmemigtir [97]. Bir bagka calismada ise
Aristolochia cinsine ait taksonlar Uzerinde FISH analizi gergeklestiriimis,
CMA/DAPI bantlari ve 5S rDNA-45S rDNA bolgeleri belirlenmistir. Poliploid A.
paucinervis taksonunda Uc¢ tane 45S rDNA ve iki tane 5S rDNA bdlgesi tespit
edilmistir. Bu bolgelerin poliploidizasyondan beri korundugu kanitlanmistir ¢tink
diger tUm diploid taksonlarda birer tane rDNA bdlgesi bulunmustur. Bir baska
poliploid tir olan A. serpentaria’da ise ¢ tane rDNA bolgesi belirlenmistir. rDNA
bolgeleri Uzerinden bakilacak olursa A. serpentaria’nin A. paucinervis’e goére
daha eski bir poliploid oldugu yorumu yapilabilmektedir [98]. Dolayisi ile yalnizca
bir sitogenetik parametre bile taksonomik olarak bir 6neme sahip olabilmekte,

sitotaskonomi alaninin 6nemini géstermektedir.

Batin bunlarin yani sira sitogenetik veriler taksonomik olarak karmasik
durumlarin ¢dzimlenmesinde de kullaniimaktadir. Engler ve Prantl, Pandanales
takimindan u¢ cinsin -Pandanus, Typha ve Sparganium- monokotillerin antik
atalari oldugunu belirtmislerdir fakat daha sonra Hutchinson sucul ve karasal
yasam formlarini temel alarak Typha ve Sparganium’u bir grup olarak,
Pandanus’u ikinci grup olmak Uzere ayirmistir. Ancak karyomorfolojik veriler
Hutchinson’in duguncesinin aksine, her Ug¢ cinsin de benzer kigik kromozom
setlerinden olustugunu ve hepsinin x=15 kromozom sayisi i¢erdigini gostererek

Engler ve Prantl'i desteklemistir [95].

Sabit morfolojik karakterler klasik taksonomi galismalarinda arastiricilara buyuk

Olciide yardimci olmaktadir. Fakat bu karakter ve karakter durumlarinin diger
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calisma alanlariyla multidisipliner yénden incelenmesi, daha gecerli bir
taksonomik karar alinmasini saglayabilmektedir. Ornegin, Ranunculaceae
familyasi karpel sayisi ve karpel basina disen ovull sayisi karakter durumlari
kullanilarak klasik taksonomistler tarafindan Ug alt familyaya ayrilmaktadir. Ancak
karyolojik calismalar bu famlyanin iki alt gruba ayrilmasini énermektedir. Birinci
grup belirgin kiicik kromozomlara sahip, sentromer bdlgesindeki heterokromatik
bantlari iceren ve x= 6 kromozom sayisina sahip cinsler, ikinci grup ise buyuk
kromozomlara sahip x=6, 7, 8 veya daha blyuk olan cinsler olarak ayriimasi

gerektigi sitotaksonomistler tarafindan énerilmektedir [95].

Tam kromozomlarin cekirdek igerisinde yer aldigi bilgisi isiginda ¢ekirdek DNA
icerigi belirlenerek bitkinin ploidi seviyesi hakkinda yorum yapilabilmektedir [99].
Bitkilerin genom boyutu bir¢ok faktor tarafindan (poliploidizasyon, tekrarli diziler,
transpozonal elementler vb.) etkilenir ve bitki genomunun oldukc¢a buydk bir
kismini milyonlarca kopyasi bulunan tekrarli elementler olusturur [100]. Bu bilgiler
dogrultusunda kromozom sayisi ayni olan yakin akraba taksonlarin genom
bayUkligunun ayni veya ¢ok benzer olmasi beklenir fakat her zaman bu durum
gecerli degildir. Ornegin Passiflora taksonlari (zerinde sitotaskonomik tabanli
yurutllen calismalarda Passiflora alt cinsine ait taksonlarin hepsinin 2n=18
kromozom sayisina sahip oldugu belirtiimig, cekirdek DNA icgerigi en kuguk tur
Passiflora palmeri (0,53 pg) olurken P. quadrangularis (5,36 pg) turd en buyuk
cekirdek DNA icerigine sahip oldugu belirtiimigtir [101], [102]. Bu ve benzeri
sonugclar gostermektedir ki kromozom sayisi ile gekirdek DNA igerigi arasinda her
zaman gegerli olan bir oransal baglanti bulunmayabilmektedir, karyolojik

calismalar ile ¢gekirdek DNA icerikleri daha anlamli hale gelebilir.

Literatlr taramalarinda Polygalaceae 6zelinde hicbir sitotaksonomik ¢alismaya
rastlanmamistir. Ozellikle Polygala’nin genis yayilis alanlarina sahip olmasi ve
karyolojik olarak farkli kromozom sayilarina sahip olmasindan dolayi

sitotaksonomik yonden c¢aligiimasi gereken 6nemli bir takson oldugu séylenebilir.
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1.7. Amac ve Hedefler

Polygala cinsi hakkindaki cogu calisma, Yeni Dinya Taksonlari olarak belirtilen,
Kuzey ve Guney Amerika Dbolgeleri icerisindeki taksonlar Uzerine
gerceklestirilmigtir [2], [22], [24], [32]. Yakin ge¢misimizde ise Ulkemiz ve yakin
cografi bolgelerde cesitli taksonomik galismalar yayinlanmistir [23], [29], [31],
[101]. Yeni kesfedilen tirlerin birgogunun (P. peshmenii hari¢ hepsi) Pastore ve
arkadaglarinin belirledigi dogu illerimizden gegen (Kars, Erzurum, Mardin hatti),
Polygala soylarini birbirinden ayiran biyocografik sinir ve ¢evresinde olmasi, cins
icin ayri bir 6nem tasimaktadir [2]. Bu ¢alismalar sonucunda tanimlanan yeni
tirlere ait kromozom sayilari, ploidi seviyeleri ve cekirdek DNA icerikleri
bilinmemektedir. Ulkemizde bulunan on dokuz taksondan yedisine ait kromozom
sayisi belirlenmis, yalnizca Ug taksona ait gekirdek DNA icerigi bilinmektedir [50,
51, 60, 63, 65, 93, 94]. Polygala’nin sitogenetik yonden arastiriimasi distnulerek
bu tez calismasi planlanmistir. Tez ¢alismasina konu olan taksonlarin kromozom
sayisi ve 2C degerlerinin birbirinden ne dizeyde ayrima ve farkliliga sahip oldugu
bilinmemektedir. Yurutllecek analizler sonucunda sitotaksonomik yonden olasi
farkhliklar sonucunda taksonomik bir ¢ikarim yapilacaktir. Bu tez calismasi,
Polygala cinsi igerisindeki bazi taksonlarin sitogenetik perspektif ile ¢alisiimasini

amaclamaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda yapilmasi hedeflenenler asagida maddeler halinde

verilmistir. Bunlar:

1. Tez materyali olarak secilen taksonlarin somatik kromozom sayilarinin,
ploidi duizeylerinin ve 2C g¢ekirdek DNA igeriklerinin belirlenmesi.
2. Populasyonlar arasi olasi poliploidi durumunun arastiriimasi.

3. Elde edilen sitogenetik verilerin sitotaksonomik agidan tartisiimasi.

18



2. MALZEMELER VE YONTEMLER

2.1 Arazi Galigmasi

Tez calismasi igin ve ayni zamanda devam eden proje kapsaminda belirlenen
Polygala taksonlarini toplamak amaciyla hem ¢icekli hem de meyveli dbnemde
birgok arazi galismasi yapiimigtir. Cicekli donem arazileri teshis galismasi ve taze
yaprak temini igin gergeklestirilmistir. Meyveli donemde ise olgun tohum toplamak
amaci ile arazi galigmalari yapilmis ve olgun tohumlar toplanmistir. Orneklere ait
lokalite bilgileri (koordinat, yikseklik, habitat vb.) kayit altina alinmig, taksonlarin
dogal populasyonlari habitatlarinda gézlemlenip fotograflanmistir (Sekil 2.1.,
Sekil 2.2.). Tez galismasinda kullanilan Polygala drneklerine ait bilgiler Cizelge
2.1’de verilmigtir. Toplanan bitki ornekleri presleme yontemi ile kurutularak
herbaryum materyali haline getirilmistir. Daha sonra cimlendiriimek Gzere olgun
tohumlar ayiklanip canliliklarini korumalari icin -40°C’deki dolapta muhafaza

edilmistir. Orneklerin teshis ¢alismalari danisman esliginde gerceklestirilmistir.

. . P alpestris O : P inexpectata O : P. peshmenii @ : » papilionacea
@ : ~ turcica ® : » wigaris @ : 7 supina
.: P. anatolica ‘ . P monspeliaca () : P hohenackeriana

Sekil 2.1. Tez galigmasi kapsaminda toplanan bitkilerin cografi dagilimi. (Google
Haritalar 2021 ile yapilmigtir.)
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Sekil 2.2. Uzerinde calisilan bazi Polygala tirlerine ait fotograflar. A: P.
inexpectata AAD 20822, B: P. anatolica AAD 20807, C: P.

monspeliaca AAD 20797, D: P. turcica AAD 20390 (Fotograflar: Ali
Donmez).
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Cizelge 2.1 Tez calismasinda kullanilan Polygala drneklerine ait lokalite bilgisi

Takson

Toplayici Numarasi ve Lokalite

1- Polygala supina

A8 Bayburt: Bahtli Dagi, Kop Gegidi
yukarisi  marn, kalker acikligi
25.07.2020, A. A. Donmez 20752- Y.
Kaya

A8 Erzurum: Tekman yolu Dadas
Koyu, Can yaylasli, yamagta su ¢ikagt,
cayirhk, 39 50’ 39.6 K, 41 19’ 53.7 D,
2476m, 20.07.2021, A. A. Dénmez
20879-S. Yiizbasioglu

2- P. anatolica

A8 Erzurum: Askale, Hacithamza
Koyu, yol ayrimi gevresi, 1898 m,
39°52°018K, 40°38'223"D, 24.7.2019,
A. A. Donmez 20615- M. K. Senova

A9 Ardahan: Posof, Eminbey
Kdyunden sinira 1.km, 26.7.2019, A.
A. D6nmez 20651- M. K. Senova

A8 Bayburt: Bahtli Dagi, Kop Gegidi
yukarist  marn, kalker acikligi
25.07.2020, A. A. Dénmez 20750- Y.
Kaya, A. Sefali

B6 Sivas: Eski Divrigi yolu Celalli-
Kiziloren-Esentepe  koyleri  arasi,
bozkir, 1650m, 39°67°9 K, 37°55’30D,
28.07.2020, A. A. DOnmez 20693
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2- P. anatolica

C2 Denizli: Acipayam, Alaattin Koy,
976m, 37°27°'18.7’K, E029°18’08.7”,
09.06.2021, M.K. Senova 014

C2 Denizli: Acipayam, Alaattin Koy,
976m, 37°27°'18.7°K, E029°18°08.7”,
09.06.2021, M.K. Senova 015

A3 Sakarya: Gevye, Camlik Koyl yol
ayrimi cevresi Pinus nigra agikligi,
640m, 40 26" 354 30 22° 47,
18.06.2021, A. A. Donmez 20856-
E.O. Karahan

A4 Karabik: Keltepe Kayak Merkezi
yukarisi, 9.06.2018, A. A. DOnmez
19846

A9 Ardahan: Goéle, 22.06.2021, A. A.
Donmez 20910-S. Yiizbasioglu

3- P. papilionacea

A8 Bayburt: Bahtli Dagi, Kop Gegidi
yukarisi  marn, kalker agikligi
25.07.2020, A. A. Donmez 20746- Y.
Kaya, A. Sefali

A8 Erzurum: Horasan, igdeli Koy,
21.06.2021, A. A. Donmez 20894-S.
Yiizbasioglu

4- P. inexpectata

C5 Karaman: Aydos Dagi, Ayranci
Baraji c¢evresi, 18.5.2019, A. A.
DOonmez 20373-Z. Aydin

C5 Karaman: Ayranci Baraji yani,
Harmanyurdu mevkii, marnh bozkir,
10.05.2021 A. A. Dnmez 20820-E.O.

Karahan
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4- P. inexpectata

C5 Karaman: Ayranci-Erdemli yolu,
Ayranci Baraj’'ndan Karako6zi
Koyu'ne 20. km marnli yamaglar,
10.05.2021, A. A. Dbénmez 20822-
E.O.Karahan

5- P. hohenackeriana

A9 Igdir: Turabi Koéyu asagisi, Aras
vadisi, nehir  yatag, kumsal,
20.06.2003, Ali A. Donmez 11415- B.
Mutlu

6- P. vulgaris

C5 Hatay: Samandag, Isikh
Kdyu'nden Kale'ye 4. km, Pinus brutia
acikhgi, 185 m, 36-19-425-K, 35-47-
710-D, 30.05.2010, A. A. Dbnmez
16985- G. Zare

A8 Erzurum: Oltu, Duralar Koyl
yukarisi, 1765 m, 40°28'2417K,
41°54°292"D, 6.8.2019, A. A. Dbnmez
20628- K. Senova

A8 Erzurum: Oltu, Duralar Koyi'ne
varmadan Maden yolu, Maden'e 2.
km, Juniperus acikhigi, killi yamaglar,
1421 m, 40-29-29.9-K, 41-56-20.9-D,
25.7.2020, A. A. Dénmez 20743- Y.
Kaya

A8 Erzurum: Oltu, Duralar Koyl
yukarisi, 21.06.2021, A. A. Donmez
20896-S. Yiizbasioglu

7- P. alpestris

A8 Bayburt: Soganl Gegidi-Of yolu,
Bayburt'tan Caykara'ya 40. Km,
cayirlik, 2271m, 40-31-52.1-K, 040-

23




7- P. alpestris

13-46.41-D, 25.07.2020, A. A.
DOonmez 20754-Y. Kaya

A8 Rize: Camlihemsin, Ortaklar Koyu
yukarisi-Tahpur Yaylasi arasi, 40-47-
51.6-K, 40-53-13.8-D, 2212m,
24.06.2021, A. A. Donmez 20927-S.
Yiizbasioglu

A8: Erzurum: S$enkaya, Gllveren
Koyu yaylasi, yayla, 40-46-25.7K. 42-
24-08.3D, 2308m, 22.06.2021, A. A.
Donmez 20906-S. Yiizbasioglu

8- P. peshmenii

C3 Antalya:  Konyaalti,  Feslikan
yaylasi yolu, 301 m, 40°84'262"K,
36°27'751"D, 6.4.2019, A. A. Dénmez
20387

C3 Antalya: Konyaalti, Feslikan
yaylasi yolu, 301 m, 40°84'262"K,
36°27'751"D, 6.4.2019, A. A. D6nmez
20389

C3 Antalya: Demre, Dirgenler
Koyu’'nden Demre’ye 4. km, kalker,
kaya duvari, makilik, 115m, 36-18-
39.1-K, 029-50-08.6-D, 18.04.2021,
A. A. Dbnmez 20801- E. O. Karahan

C3 Antalya: Demre, Dirgenler Koyl
cikisi, kalker, kaya duvari, makilik,
139m, 36-20-01.6-K, 029-49-08.1-D,
17.04.2021, A. A. Dbnmez 20798- E.

O. Karahan

9- P. turcica

A8 Erzurum: Horasan, igdeli Kéyi yol

ayrimindan Elegkirt'e 1. km, 1794 m,
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9- P. turcica

39-55-913-K, 42-18-979-D,
25.6.2015, A. A. DOnmez 19552

10- P. monspeliaca

Kuzey Kibris Tark Cumhuriyeti:
Gegitkdy, 74 m, A. Cantag Unlii 003

Kuzey Kibris Turk Cumhuriyeti:
Gegitkdy civari, 80 m, 19.04.2021, A.
Cantags Unlii 004

Labnan: Beyrut, Arz Barouk, Cedrus
acikhgi, kiregtasi, 08.06.2010, A. A.
D6nmez 16998- Fareh

C1 Mugla: Datga, Datca tarafindan
giris, 1. km, Amazon Koyu karsisi,
serpantin, bodur makilik, 6m, 36-48-
12.91-K, 028-03-41.2-D, A. A.
DOonmez 20797- E. O. Karahan
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2.2 Cimlendirme Galigmasi

Cimlendirme calismasi farkl nitelikte materyallere (taze yaprak dokusu ve kok

ucu dokusu) ihtiyag duyuldudu igin iki ayri sekilde gergeklestiriimistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Cimlendirilen drnekler ve ¢imlendirme kabini. A: Petri kaplarinda kok
ucu dokusu eldesi icin ¢imlendirilen tohumlar. B: iki haftalik P.
hohenackeriana bireyi. C: On haftalik P. hohenackeriana bireyi. D:

Cimlendirme kabini ve ¢imlendirilen drnekler.

2.2.1 Petride Cimlendirme: -40 °C‘de bekletilen tohumlarin ytzey sterilizasyonu
sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisi ile yapilmigtir. Ardindan steril petri kaplarinda
kurutma kagidi Uzerinde gimlendirilmigtir. Petri kaplari duzenli olarak dH,O ile
nemlendirilmigtir. 21 gln karanlikta ve 4 °C sicaklikta bekleyen ornekler Cizelge
2.2’de bulunan kosullarda iklimlendirme kabinine alinmis ve kok ucu dokusu
yaklagsik 10-12 mm uzunluga erisince kromozom sayimi analizi igin toplanmigtir
(Sekil 2.3-A).

2.2.2 Viyolde Cimlendirme: -40 °C’de bekletilen tohumlar steril torf ile
doldurulmus olan viyoller igerisine ekilmigstir. Viyoller intiya¢ duyuldukga sebeke

suyu ile sulanmistir. 21 gin karanhkta ve 4 °C sicaklikta bekletilen viyoller
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Cizelge 2.2.’de belirtilen kosullara sahip

iklimlendirme kabinine transfer

edilmis,kotiledonlarin olusumunu takiben bitkiye ait gen¢ yaprak dokulari gelisim

gOstermis ve bu dokular akis sitometri analizi i¢in toplanmistir (Sekil 2.4-B).

Cizelge 2.2. iklimlendirme kabini parametreleri

Parametre Aydinlik DOnem Karanlhk Donem
Sicaklik (°C) 25 6
Nem (%) 90 20
Zaman (Saat) 18 6
Isik Siddeti (LUX) 8000 -

Sekil 2. 4. Cimlendirme ¢alismasinda elde edilen materyaller. A: Petri kabinda

cimlendirilen Polygala peshmenii taksonuna ait kok ucu dokulari. B:

Saksida ¢imlendirilen P. vulgaris taksonuna ait bireyler.
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2.3 Kromozom Sayimi Galismasi

Kromozom sayimi g¢alismasi ug¢ alt baslikta agiklanmigtir. Bu analiz Necmettin
Erbakan Universitesi Fen Fakiiltesi Sitogenetik Laboratuvari’nda, Prof. Dr. Esra

Martin ve ekibinin katkilariyla gergeklestirilmistir.

2.3.1 Analiz Oncesi Hazirlik Asamasi: Elde edilen kdék ucu dokulari mitoz
boélinmelerinin metafaz safhasini gozlemlemek igin farkli zaman dilimlerinde a-
monobromonaftalin’in dH,O ile doymus (500 cm? dH,O icerisine 8-10 damla)
¢cOzeltisine alinmistir. Birgok deneme sonucunda en yogun boélinmenin saat
16.30’da oldugu belirlenmis ve her doku belirlenen bu saatte a-
monobromonaftalin ¢ozeltisine alinmistir. 16 saat karanlikta 4°C sicaklikta
bekleyen 6rnekler daha sonra Carnoy fiksatif solusyonuna alinmis, hicrelerin
fiksasyonu bu sekilde saglanmistir. 24 saat karanlikta 4°C sicaklikta bekleyen
ornekler %70 oranindaki etanol ¢dzeltisine alinip analiz islemine kadar 4°C’deki

dolap igerisinde karanlikta muhafaza edilmistir.

2.3.2 Analiz Asamasi: Ornekler 6ncelikle dH,O ile yikanmis, ylizeyleri etanolden
arindiriimistir. Ardindan orneklerin hidroliz agsamasina gegilmis bunun igin farkl
zaman dilimleri denenmig, en uygun zamanin 12 dakika oldugu belirlenmigtir.
Ornekler 1IN HCI cozeltisinde 12 dakika oda sicakhginda hidroliz edilmis,
ardindan %2 oraninda aseto-orsein boyasi ile 2 saat boyunca boyanmistir (Sekil
2.5-A, B). Boyanan ornekler keskin jilet yardimi ile lam Uzerinde kesilmis %45
oranindaki asetik asit ile beraber piring gubuk yardimi ile ezilmistir. Hazirlanan
preparat lamel ile kapatiimig ve goruntileme agsamasi icin 1Stk mikroskobunda

incelenmigtir.

2.3.3 Goriintiileme Asamasi: Mitotik metafaz evresindeki bolinen hucreler
mikroskop Uzerinde taranmig, gozlemlenen hucreler Bs200ProP goruntu analiz
sistemi ile fotograflanmigtir (Sekil 2.5-C). Elde edilen goruntu Uzerinde sayim

yapilarak ilgili taksonlarin somatik kromozom sayilari belirlenmistir.
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Sekil 2.5. Kromozom sayim calismasi asamalari. A: Orneklerin yikanmasi ve
hidroliz asamasi. B: Orneklerin aseto-orsein ile boyanmasi. C:

Kromozom setinin Bs200ProP programi Gzerinde fotograflanmasi.

2.4 Akis Sitometri (Flow Cytometry — FCM) Caligmasi

Bu analiz Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri BolumU Bitki
Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuvari’'nda, Prof. Dr. Metin Tuna ve ekibinin
katkilariyla gerceklestirilmistir. Materyal olarak kullanilan Polygala bireyleri
araziden dogrudan temin edilmis ve ayni zamanda laboratuvar ortaminda
tohumdan yetistirilmigtir. Standart bitkiler NKU Ziraat Fakiiltesine ait tarladan
temin edilmistir.

Polygala bireylerine ait gelisimini tamamlamis geng, saglikli ve taze nitelikte olan
yaprak dokulari akis sitometri analizi igin kullaniimigtir. Standart bitki materyali
olarak mevsim sartlarindan dolay: iki farkh tur (Lycopersicon esculentum Mill.
(2C/DNA = 2 pg) veya Vicia sativa L. (2C/DNA = 3,65 pg)) kullaniimistir. Yaklasik
0.5 cm? blyukliagundeki Polygala ve standart bitkiye ait yaprak dokulari ayni petri
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kaplarina konup, Uzerlerine 500 ul “nuclei extraction buffer” eklenmistir. Keskin
bir jilet yardimi ile dokular yaklasik bir dakika boyunca pargalanmis ardindan petri
kabi icerisinde 10-15 saniye ¢alkalanmigtir. Calkalama igleminden sonra érnekler
15-20 saniye boyunca bekletilip “30 pl CellTrics” filtreler ile sizuldukten sonra
cam siselere aktariimistir. Cam sisedeki orneklerin Uzerine 2 ml “staining”
(Propidyum iyodid-PI) sollisyonu eklenmistir ardindan 30-60 dakika boyunca 4
°C'deki dolapta ve karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi érnekler
PARTEC CyFlow Space marka-modelli cihazda analiz edilmistir. Orneklere ait
2C duzeyindeki cekirdek DNA icerikleri asagidaki formdl araciigi ile
hesaplanmistir (Sekil 2.6).

Cekirdek DNA igerigi: (0rnegin floresan yogunlugu (G1 pikinin degeri)) /
(standardin floresan yogunlugu (G1 pikinin degeri)) X standardin pikogram olarak

bilinen DNA icerigi

Sekil 2.6 Akig sitometri analiz basamaklari. A: Orneklerin analiz icin temin
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edilmesi. B: PARTEC marka akis sitometri cihazi. C: érnegin analizi sonucu elde

edilen histogramin goruntusu.

2.5 Veri Analizi

FCM cihazindan elde edilen veriler agik kaynak erisime sahip R programlama
diliyle (versiyon 4.05) R Studio [104] ortaminda Bilim Uzmani Yasin Kaya’'nin
katkilar ile analiz edilmistir. 2C ¢ekirdek DNA igerigi, standart bitkilerin floresan
yogunluklari ve drneklerin floresan yogunluklari FactoMineR [105] ve factoextra
[106] kutuphaneleri kullanilarak temel bilesenler analizleriyle (PCA; Principal
Component Analysis) incelenmistir (Sekil 3.18). Ardindan standart olarak iki farkl
bitki kullaniimasindan dolayl standartlarin floresan yogunluklari ve Polygala
drneklerin floresan yogunluklari ayri ayri analiz edilmis, elde edilen en ylksek 2
bilesenin matrisleri Sekil 4.1-4.2'de verilmistir. Temel bilesenlerin hiyerarsik
kiimelenmesi yine ayni paket kullanilarak analiz edilmis, Sekil Y (Kimelenme
gorseli)'de verilerek taksonlarin 2C cekirdek DNA igerigi tartisiimistir. DNA icerigi
ve kromozom sayilari arasinda Pearson korelasyon katsayisi ile Genel Lineer
Modelleme (GLM;General Linear Model) kullanilarak degiskenler arasindaki
korelasyon hesaplanmistir. Bu analizde P. supina’nin ¢ekirdek DNA igerigine ait
veri taksonun kromozom sayisi belirlenemediginden dolayl hesaplamaya dahil
edilmemigtir. Korelasyon hesaplamalari sonucunda elde edilen R degeri 0.45-
0.50 Gzerinde ise 1hmli bir korelasyon olabilecegini, altinda ise negatif ya da hicbir
korelasyon olamayacagina isaret etmektedir. Ayrica korelasyon analizinde
anlamliik skoru olan p-value degeri de bu hesaplama sonucunda ortaya
cikarilmistir P degeri 0.05 ve asagisinin (p<0.05) anlamli bir deger oldugu
bilinmektedir.

Orneklerin ortalama ¢ekirdek DNA icerikleri ve standart sapmalari kullanilarak
guven araliklari (Confidence Intervaler (Cl)) c¢evrimici hesaplayici [107]

kullanilarak %95 givenilirlikle hesaplanmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. Karyolojik Bulgular

Tez galismasi kapsamindaki on farkh tiriin (Polygala supina hari¢) karyolojik
calismasi yuratilmuis ve somatik kromozom sayilari belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore drneklerin kromozom sayilari 2n= 24 ile P. alpestris ve 2n= 70 P.
vulgaris arasinda dagihm goéstermektedir.

Kromozom sayimi ¢alismasi kapsaminda diploid (2x) ve tetraploid (4x) olmak
uzere iki farkh ploidi dizeyi belirlenmistir. Sekiz takson diploid, bir takson

tetraploid olarak tespit edilmigtir.

3.1.1. Polygala supina

Birgcok c¢imlendirme seti kurulmasina ragmen yalnizca AAD 20752 numarall
ornekten sadece iki kok ucu dokusu elde edilebilmistir (Sekil 3.1). Bu kok
uclarindan elde edilen meristem dokular ile hazirlanan iki sitolojik preparatta
herhangi bir bolinen hicre gézlemlenmedigi icin taksona ait kromozom sayisi

belirlenememistir.
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Sekil 3.1 AAD 20792 numaral P. supina érnegine ait kok ucu dokusu.

3.1.2. P. anatolica

AAD 19846, AAD 20693, AAD 20651 ve AAD 20750 numarali 6rnekler Gzerinde
gerceklestirilen galismaya gore P. anatolica taksonuna ait tg¢ farkli kromozom
sayisl (2n=24, 2n=24+2B ve 2n=32) belirlenmisgtir.

Sekil 3.2. P.anatolica érneklerine ait somatik kromozom goérintileri (Olgek= 10
pum).

A: AAD 19846 numarali P. anatolica ornegine (2n=32) ait somatik kromozom
gordntusu.

B: AAD 20750 numarali P. anatolica 6rnegine ait (2n=24+2B) somatik kromozom

gorantusu. Ok, B kromozomlarini géstermektedir.

C: AAD 20651 numarali P. anatolica 6érnegine (2n=32) ait somatik kromozom

goruntusa.

D: AAD 20693 numarali P. anatolica 6rnegine (2n=24) ait somatik kromozom

goruntiisi.
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3.1.3. P. papilionacea

AAD 20746 numarali 6rnek Uzerinde gercgeklestirilen calismaya goére P.

papilionacea taksonuna ait somatik kromozom sayisi 2n=42 olarak belirlenmisgtir.

Sekil 3.3. AAD 20746 numarali P. papilionacea drnegine (2n=42) ait somatik

kromozom goruntiisu (Olgek= 10 pm).

3.1.4. P. inexpectata

AAD 20373 numarali ornek Uzerinde gergeklestiriien galismaya gore P.
inexpectata taksonuna ait somatik kromozom sayisi 2n=34 olarak belirlenmigtir.
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Sekil 3.4. AAD 20373 numarali P. inexpectata 6rnedine (2n=34) ait somatik
kromozom goruntiisu (Olgek= 10 pm).

3.1.5. P. hohenackeriana

AAD 11415 numarali Ornek Uzerinde gergeklestirilen calismaya goére P.
hohenackeriana taksonuna ait somatik kromozom sayisi 2n=34 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.5. AAD 11415 numarall P. hohenackeriana drnegine (2n=34) ait somatik

kromozom goruntiisu (Olgek= 10 pm).

3.1.6. P. vulgaris

incelenen P. vulgaris drneklerinde (g farkli sitotip gézlemlenmistir. AAD 20743
numarall ornek 2n=28+2B somatik kromozom sayisiyla diploid olarak
belirlenmistir. AAD 20628 (2n=68) ve AAD 16985 (2n=68, 2n=70) numaral
ornekler ise tetraploid olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.6. P.vulgaris 6rneklerine ait somatik kromozom goruntileri (Olgek= 10
pm).
A: AAD 20628 numarali P. vulgaris 6rnegine ait (2n=68) somatik kromozom
goéruntusu.
B: AAD 20743 numarali P. vulgaris drnegine ait (2n=28+2B) somatik kromozom
gorantusu. Ok, B kromozomlarini  g6stermektedir.
C: AAD 16985 numarali P. vulgaris 6rnegine ait (2n=70) somatik kromozom
gordntusu.

D: AAD 16985 numarali P. vulgaris 6érnegine ait (2n=68) somatik kromozom

goruntiisi.
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3.1.7. P. alpestris

AAD 20754 numarali 6rnek Uzerinde gercgeklestirilen galismaya gére P. alpestris
taksonuna ait somatik kromozom sayisi 2n=24 olarak belirlenmigtir.

Sekil 3.7. AAD 20754 numarali P. alpestris Ornegine (2n=24) ait somatik

kromozom goruntiisu (Olgek= 10 pm).

3.1.8. P. peshmenii

AAD 20387 ve AAD 20389 numarali érnekler Gizerinde gergeklestirilen calismaya
gbre P. peshmenii taksonuna ait somatik kromozom sayisi 2n=34 olarak

belirlenmistir.
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' D)
Sekil 3.8. P.peshmenii 6rneklerine ait somatik kromozom goérintileri (Olgek= 10

pum).

A: AAD 20389 numarali P. peshmenii 6rnegine ait (2n=34) somatik kromozom
goruntisa.

B: AAD 20387 numarali P. peshmenii 6rnegine ait (2n=34) somatik kromozom

goruntusa.

3.1.9. P. turcica

AAD 19552 numarali érnek Uzerinde gercgeklestirilen galismaya gore P. turcica

taksonuna ait somatik kromozom sayisi 2n=38 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.9. AAD 19552 numaral P. turcica érnegine ait (2n=38) somatik kromozom
goruntiisi (Olgek= 10 um).

3.1.10. P. monspeliaca

AAD 16998 ve AC 003 numarali érnekler Uzerinde gercgeklestirilen ¢alismaya
gbre P. monspeliaca taksonuna ait somatik kromozom sayisi 2n=34 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.10. P .monspeliaca 6rneklerine ait somatik kromozom goruntileri (Olgek=
10 pm).

A: AAD 16998 numarali P. monspeliaca érnegine (2n=38) ait somatik kromozom

goruntiisu.

B: AC 003 numaral P. monspeliaca 6rnegine (2n=38) ait somatik kromozom

goruntusa.
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3.2 Akig Sitometrik (Flov Sitometrik) Bulgular

Bu calisma 24 farkli populasyon ve 66 farkl birey Gzerinde gergeklestiriimistir. 2C
cekirdek DNA igerigi en kuguk takson 0,50 pg ile AC 003 numarali Polygala
monspeliaca olurken, 2C ¢ekirdek DNA icerigi en buyuk takson 2,42 pg ile AAD
20927-1 numarah Polygala alpestris olmustur. Bu iki 6rnek arasindaki buyuklik
farki 4,84 kat olarak hesaplanmistir. Ayrica megabaz (Mbp) cinsinden de
sonuglar hesaplanmistir. Donusum faktoru olarak 1 pg=978 Mbp olarak kabul
edilmigtir [81].

3.2.1 Polygala supina

AAD 20879 numarali P. supina érnegine tek populasyona ait ug farkli bireyin 2C
cekirdek DNA igerigi belirlenmistir. Bu 0rneklere ait standart sapma 0.01 olarak

hesaplanmistir. Standart materyal olarak fig bitkisi (Vicia sativa) kullaniimigtir.

Cizelge 3.1. P. supina 6rneklerine ait 2C ¢ekirdek DNA icerikleri ve akig sitometrik

veriler
Ornek Ornegin Standardin Standart Ornek Ornek Std.
No Floresan Floresan DNA (pg) DNA DNA  Sapma
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (Mbp)
AAD 115,8 531,83 3,65 0,79 773
20879-1
AAD 114,36 521,12 3,65 0,80 782
20879-2 0,01
AAD 117,47 530,14 3,65 0,81 792
20879-3
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3.2.2 Polygala anatolica

P. anatolica taksonuna ait alti populasyon, on alti bireyin 2C ¢ekirdek DNA icerigi
belirlenmistir. Populasyonlara ait standart sapma degerleri AAD 20651
populasyonunda 0,06, AAD 20910 populasyonunda 0,33, MKS 014
populasyonunda 0,005, MKS$ 015 populasyonunda ise 0,02 olarak
hesaplanmigtir. Standart materyal olarak fi§ (Vicia sativa) ve domates

(Lycopersicon esculentum) bitkisi kullaniimistir.

Cizelge 3.2. P. anatolica 6rneklerine ait 2C c¢ekirdek DNA igerikleri ve akis

sitometrik veriler.

Ornek Ornegin  Standardin Standart Ornek Ornek  Std.
No Floresan Floresan DNA DNA DNA Sapma
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (pg)  (Mbp)

AAD 132,06 238,51 2 1,107 1086
20651-1

AAD 127,38 234,3 2 1,087 1066 (g
20651-2

AAD 151,65 305,52 2 0,99 968
20651-3

AAD 168,58 504,08 3,65 1,22 1193
20693-1

AAD 157,1 447,64 3,65 1,28 1252
20693-2

AAD 199,95 536,28 3,65 1,36 1330
20910-1

AAD 116,43 541,78 3,65 0,78 763 0.33
20910-2

AAD 162,53 433,73 3,65 1,37 1340

20910-3

43



AAD 170,48 432,54 3,65 1,44 1408
20856-1
AAD 130,81 521,29 3,65 0,92 900
20856-2
MKS$ 118,78 358,08 3,65 1,21 1183
014-1
MKS$ 110,09 331,64 3,65 1,21 1183
014-2
MKS$S 112,32 337,18 3,65 1,22 1193
014-3
MKS$ 109,44 327,95 3,65 1,22 1193
015-1
MKS$S 106,63 326,98 3,65 1,19 1164
015-2
MKS$ 128,94 381,9 3,65 1,23 1203
015-3
100 Pe: Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.

1 1.000 83.92 603 3322 3529 027

2 1.271 106.63 738 4065 465 0.27

3 2523 21177 321 1771 534 0.27

4 3896 32698 153 842 3.45 0.27

80 4

60

counts

- MKS 015-2 Polygala anatolica érnegine ait G1 piki

r Standart’a (Vicia sativa) ait G1 piki

400
FL2 532-30
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Sekil 3.11. MKS 015-2 numaral P. anatolica 6rnegi ve standart olarak kullanilan
fig bitkisine (Vicia sativa) ait G1 piklerinin birbirine gdre nispi
pozisyonlarini gosteren FloMax analiz programindan elde edilen

histogram.

3.2.3 Polygala papilionacea

P. papilionacea taksonuna ait iki populasyon, dort bireyin 2C ¢ekirdek DNA icerigi
belirlenmistir.  Populasyon Uzerindeki standart sapma AAD 20894
populasyonunda 0,04 olarak hesaplanmigtir. Standart materyal olarak fi§ bitkisi

(Vicia sativa) kullanilmigtir.

Cizelge 3.3. P. papilionacea orneklerine ait 2C ¢ekirdek DNA icerikleri ve akis

sitometrik veriler

Ornek No Ornegin  Standardin Standart Ornek  Ornek  Std.

Floresan Floresan DNA DNA DNA  Sapma
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (p9) (Mbp)
AAD 20746 107,35 672,01 3,65 0,58 567
AAD 20894-1 110,11 731,47 3,65 0,55 538
AAD 20894-2 116,4 724,78 3,65 0,59 577 0,04
AAD 20894-3 114,84 666,4 3,65 0,63 616
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100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 87.18 1225 5127 3356 0.88
2 1.231 107.35 599 2505 357 0.88
3 7.709 67201 566 2368 297 0.88

80 4

_ AAD 20746 Polygala papilionacea 6rnegine ait G1 piki

counts

r Standart’a (Vicia sativa) ait G1|piki

400 600 800 1000
FL2 53230

Sekil 3.12. AAD 20746-1 numaral P. papilionacea 6rnegi ve standart olarak
kullanilan fig bitkisine (Vicia sativa) ait G1 piklerinin birbirine gére
nispi pozisyonlarini gosteren FloMax analiz programindan elde

edilen histogram.

3.2.4 Polygala inexpectata

P. inexpectata taksonuna ait iki populasyon, alti bireyin 2C ¢ekirdek DNA icerigi
belirlenmistir.  Populasyonlar zerindeki standart sapma AAD 20820
populasyonunda 0,03, AAD 20822 populasyonunda 0,02 olarak hesaplanmigtir.
Standart materyal olarak fig bitkisi (Vicia sativa) kullaniimistir.

Cizelge 3.4. P. inexpectata orneklerine ait 2C ¢ekirdek DNA icerikleri ve akis

sitometrik veriler

Ornek No  Ornegin  Standardin Standart Ornek Ornek  Std.
Floresan Floresan DNA DNA DNA Sapma
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (pg)  (Mbp)
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AAD 102,37 568,17 3,65 0,66 646
20820-1

AAD 98,1 505,12 3,65 0,71 694 0.03
20820-2
AAD 108,17 604,56 3,65 0,65 636
20820-3
AAD 121,46 655,85 3,65 0,68 665
20822-1
AAD 106,57 603,61 3,65 0,64 626 0.02
20822-2
AAD 112,72 599,08 3,65 0,69 675
20822-3
100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
2 198 10817 869 5115 70 044
3 3867 21953 73 430 327 0.44
4 10.650 604.56 83 487 1.99 0.44

80 1
- AAD 20820-1 Polygala inexpectata 6rnegine ait G1 piki

60

counts

r Standart’a (Lycopersicon esculentum) [ait G1 piki

% L 400 ?LZ 51230 600 800 1000
Sekil 3.13. AAD 20820-1 numarali P. inexpectata ornegi ve standart olarak
kullanilan fig bitkisine (Vicia sativa) ait G1 piklerinin birbirine gore
nispi pozisyonlarini gosteren FloMax analiz programindan elde

edilen histogram.

47



3.2.5 Polygala hohenackeriana

P. hohenackeriana taksonuna ait yalnizca bir populasyon ve tek bireye ait 2C
cekirdek DNA icerigi belirlenmigtir. Standart materyal olarak fig bitkisi (Vicia
sativa) kullaniimistir.

Cizelge 3.5. P. hohenackeriana érnegine ait 2C c¢ekirdek DNA igerigi ve akis

sitometrik veriler

Ornek No Ornegin Standardin  Standart  Ornek  Ornek
Floresan Floresan DNA DNA (pg) DNA
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (Mbp)

AAD 11415 100,63 596,13 3,65 0,62 606

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.

1 1.000 4851 507 3199 1787 050
2 2075 10063 805 50.84 1535 050
3 12290 59613 272 1747 254 050
80 |
604 r AAD 11415 Polygala hohenackeriana 6rnegine ait G1 piki

counts

404

r Standart’a (Vicia sativa) ait G1 piki

200 400 600 800 1000
FL2 532-30

Sekil 3.14. AAD 11415 numarali P. hohenackeriana 6rnegi ve standart olarak
kullanilan fig bitkisine (Vicia sativa) ait G1 piklerinin birbirine gore
nispi pozisyonlarini gosteren FloMax analiz programindan elde

edilen histogram.
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3.2.6 Polygala vulgaris

P. vulgaris taksonuna ait U¢ populasyon, alti bireyin 2C ¢ekirdek DNA icerigi
belirlenmistir. Populasyonlar zerindeki standart sapma AAD 20628
populasyonunda 0,13 olarak hesaplanmigtir. Standart materyal olarak fig bitkisi

(Vicia sativa) kullanilmigtir.

Cizelge 3.6. P. vulgaris érneklerine ait 2C ¢ekirdek DNA igerikleri ve akis

sitometrik veriler

Ornek No  Ornegin  Standardin Standart Ornek Ornek Std.
Floresan Floresan DNA DNA  DNA Sapma
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (pg) (Mbp)

AAD 144,74 240,14 3,35 2,02 1976
20628-1

AAD 114,12 217,43 3,35 1,76 1721
20628-2

0,13

AAD 126,58 234,02 3,35 1,81 1770
20628-3

AAD 183,96 337,41 3,65 1,99 1946
20743

AAD 217,71 385,22 3,65 2,06 2015
20896-1

AAD 109,79 196,58 3,65 2,04 1995
20896-2

3.2.7 Polygala alpestris

P. alpestris taksonuna ait U¢ populasyon, alti bireyin 2C ¢ekirdek DNA igerigi

belirlenmistir. Populasyonlar Uzerindeki standart sapma AAD 20906
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populasyonunda 0,02, AAD 20927 populasyonunda ise 0,93 olarak

hesaplanmistir. Standart materyal olarak fig bitkisi (Vicia sativa) kullaniimigtir.

Cizelge 3.7. P. alpestris drneklerine ait 2C ¢ekirdek DNA igerikleri ve akig

sitometrik veriler

Ornek No  Ornegin  Standardin Standart Ornek Ornek  Std.
Floresan Floresan DNA DNA DNA  Sapma
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (p9) (Mbp)

AAD 136,25 471,95 3,65 1,05 1027
20906-1

AAD 111,09 400,95 3,65 1,01 988 0.02
20906-2

AAD 1121 395,88 3,65 1,03 1007
20906-3

AAD 106,43 160,73 3,65 2,42 2369
20927-1

AAD 117,44 593,97 3,65 0,72 704 0.93
20927-2

AAD 99,17 389,01 3,65 0,93 910
20927-3

3.2.8 Polygala peshmenii

P. peshmenii taksonuna ait Gi¢ populasyon, dokuz bireyin 2C ¢ekirdek DNA icerigi
belirlenmistir.  Populasyonlar Uzerindeki standart sapma AAD 20389
populasyonunda 0,02, AAD 20798 populasyonunda 0,02 ve AAD 20801
populasyonunda 0,017 olarak hesaplanmistir. Standart materyal olarak fig (Vicia

sativa) ve domates (Lycopersicon esculentum) bitkisi kullaniimistir.

50



Cizelge 3.8. P. peshmenii 6rneklerine ait 2C cekirdek DNA icerikleri ve "akis

Ornek
No

AAD
20389-1

AAD
20389-2

AAD
20389-3

AAD
20798-1

AAD
20798-2

AAD
20798-3

AAD
20801-1

AAD
20801-2

AAD
20801-3

sitometrik veriler

Ornegin
Floresan

Yogunlugu Yogunlugu

107,99

126,74

119,59

105,68

129,14

128,72

119,85

1347

142,56

Floresan

234,25

259,31

255,29

399,35

472,06

462,09

430,68

469,38

496,05

Standardin Standart
DNA

(P9)

2

2

2

3,65

3,65

3,65

3,65

3,65

3,65
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Ornek

DNA
(P9)

0,922

0,978

0,937

0,97

1,00

1,02

1,02

1,05

1,05

Ornek  Std.
DNA Sapma

(Mbp)
900

0,02

958

919

949

0,02

978

998

998

0,017

1027

1027



100
Pesak Index Mean Ares Area% CV% ChiSqu

1 1.000 82.04 404 2439 28.55 0.28
2 1.897 119.59 1045 €3.12 398 0.28
3 4.050 255.29 207 1248 3.13 0.28

4mmm AAD 20389-3 Polygala peshmenii 5rnegine ait G1 piki

counts

r Standart’a (Lycopersicon esculentum) ait G1 piki

200 400 €00 800
FL2 532-30

Sekil 3.15. AAD 20389-3 numarali P. peshmenii 6rnegi ve standart olarak
kullanilan domates bitkisine (Lycopersicon esculentum) ait G1
piklerinin birbirine goére nispi pozisyonlarini gosteren FloMax analiz

programindan elde edilen histogram.

3.2.9 Polygala turcica

P. turcica taksonuna ait yalnizca bir populasyon ve iki bireye ait 2C ¢ekirdek DNA
icerigi belirlenmistir. Standart materyal olarak fig (Vicia sativa) ve domates

(Lycopersicon esculentum) bitkisi kullaniimistir.

Cizelge 3.9. P. turcica 6rneklerine ait 2C ¢ekirdek DNA igerikleri ve akis sitometrik

veriler

Ornek No Ornegin Standardin  Standart  Ornek Ornek
Floresan Floresan DNA DNA DNA
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (p9) (Mbp)
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AAD 19552- 108,32 682,25 3,65 0,58 567
1

AAD 19552- 128,81 496,22 2 0,52 509
2

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu

1 1.000 57.39 411 4106 2456 034
2 1.887  108.32 286 2855 364 0.34
3 11.888 682.25 304 3039 235 0.34

80

60
r AAD 19552 Polygala turcica 6rnegine ait G1 piki

counts

40 1

r Standart’a (Vicia sativa) ait G1|piki

200 400 600 800 1000
FL2 53230

Sekil 3.16. AAD 19552-1 numarall P. turcica 6rnegdi ve standart olarak kullanilan
fig bitkisine (Vicia sativa) ait G1 piklerinin birbirine gbére nispi
pozisyonlarini gosteren FloMax analiz programindan elde edilen

histogram.

3.2.10 Polygala monspeliaca

P. monspeliaca taksonuna ait (¢ populasyon, on bir bireyin 2C c¢ekirdek DNA
icerigi  belirlenmigtir. Populasyonlar Uzerindeki standart sapma AC 003
populasyonunda 0, AAD 20797 populasyonunda 0,05 olarak hesaplanmistir.
Standart materyal olarak fig (Vicia sativa) ve domates bitkisi (Lycopersicon

esculentum) kullaniimistir.
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Cizelge 3.10. P. monspeliaca orneklerine ait 2C gekirdek DNA icerikleri ve akig
sitometrik veriler
Ornek No Ornegin  Standardin Standart Ornek Ornek  Std.
Floresan Floresan DNA DNA DNA Sapma
Yogunlugu Yogunlugu (p9) (pg) (Mbp)

AC 003-1 100,43 399 43 2 050 489
AC 003-2 106,19 423,74 2 050 489 g
AC 003-3 103,63 410,98 2 050 489
AC 003-1 104,62 691,23 365 055 538
AC 003-2 101,36 670.75 365 055 538 0
AC 003-3 104,62 691,23 365 055 538
AAD 16998- 120,45 462,96 2 052 509
1
AAD 16998-  118.84 453,87 2 052 509
2
AAD 20797- 101,27 311,39 2 065 636
1 0.05
AAD 20797- 111,57 387,12 2 058 567
2
AAD 20797- 108,83 3997 2 054 528

3
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100 ak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.

1.000 10883 716 6269 318 0.29
2017 21949 237 2081 275 0.29
3673 39970 188 1650 196 029

[RYNP

80
_ AAD 20797-3 Polygala monspeliaca 6rnegine ait G1 piki

60

counts

40

r Standart’a (Lycopersicon esculentum) ait G1 piki

20 4

0 200 400 600 800 1000
FL2 53230

Sekil 3.17. AAD 20797-3 numarali P. monspeliaca 6rnegi ve standart olarak
kullanilan domates bitkisine (Lycopersicon esculentum) ait G1
piklerinin birbirine gore nispi pozisyonlarini gosteren FloMax analiz

programindan elde edilen histogram.

Cizelge 3.11. Caligilan érneklerin ortalama 2C g¢ekirdek DNA iceriklerinin given

araliklari
Takson Ornek No Ort. Standart Minimum Maksimum
Cekirdek Sapma Confidence Confidence
DNA Intervaler Intervaler
icerigi (pg) (CI Min.) (CI Max.)
P. supina AAD 0,80 0,01 0,775 0,824
20879
P. anatolica AAD 1,06 0,06 0,910 1,209
20651
P. anatolica AAD 1,17 0,30 0,350 1,989
20910
P. anatolica MKS 014 1,21 0,005 1,197 1,222
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P. anatolica MKS 015

P. AAD
papilionacea 20894

P. AAD
inexpectata 20820

P. AAD
inexpectata 20822

P. vulgaris AAD
20628

P. alpestris AAD
20906

P. alpestris AAD

20927
P. AAD
peshmenii 20389
P. AAD
peshmenii 20798
P. AAD
peshmenii 20801
P. AC 003
monspeliaca (Standart
Domates)
P. AC 003
monspeliaca (Standart
Fig)
P. AAD

monspeliaca 20797

1,21

0,59

0,67

0,67

1,86

1,038

1,35

0,94

1,00

1,04

0,50

0,55

0,59
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0,02

0,04

0,03

0,02

0,13

0,02

0,93

0,02

0,02

0,017

0,05

1,160

0,490

0,595

0,620

1,537

0,980

-1,009

0,890

0,950

0,997

0,50

0,55

0,465

1,259

0,689

0,744

0,619

2,182

1,079

3,709

0,989

1,049

1,082

0,50

0,55

0,714



Temel Bilesen Analizi (PCA - Biplot) - Cift Standart
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Sekil 3.18. Cekirdek DNA icerigi belirlenen tim oOrneklere ait temel bilesenler
analizi (Kullanilan parametreler: Standardin ve o6rnegin floresan

yogunlugu, érnegin ¢ekirdek DNA miktart).

Orneklere ait cekirdek DNA igerikleri, standart ve 6rneklere ait floresan yogunlugu
verisi kullanilarak temel bilesenler analizi gergeklestiriimistir. Bu analiz
sonucunda %92,8 degerinde yuksek ayrim gucu elde edilmistir (Sekil 3.18). P
supina, P. monspeliaca, P. vulgaris, P. papilionacea, P. turcica ve P. inexpectata
ornekleri populasyonlar duzeyinde DNA icerikleri ile orantili olarak kimelenmisgtir.
P. anatolica, P. peshmenii ve P. alpestris 6rnekleri ise farkli bolgelerde dagilim

gOstermisg, diger orneklerden daha genig varyasyona sahiptir.

Cizelge 3.12. Tez galismasinda kullanilan orneklerin genel sonuglari

Takson Ornek Kromozom Ploidi 2C Cekirdek
Numarasi Sayisi (2n)  Seviyesi DNA
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P. supina

P. anatolica

P. papilionacea

P. inexpectata

P.

hohenackeriana

P. vulgaris

P. alpestris

AAD 20879
AAD 20651
AAD 20693
AAD 20856
AAD 20910
MKS 014
MKS 015
AAD 20750
AAD 19846
AAD 20894
AAD 20746
AAD 20373
AAD 20820
AAD 20822

AAD 11415

AAD 16985
AAD 20628
AAD 20743
AAD 20896
AAD 20906
AAD 20927
AAD 20754

AAD 20387

32

24

24+2B

32

42
34
34
34

34

68, 70
68

28+2B

24

34

58

2x (?)
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
2X

2X

4x
4x
4x
4x
2X
4x (?)
2X

2X

Seviyesi

(P9)*
0,80
1,05
1,25
1,18
1,17
1,21

1,21

0,58

0,59

0,67
0,67

0,62

1,86
1,99
2,05
1,038

1,35



AAD 20389

P. peshmenii AAD 20798

AAD 20801

P. turcica AAD 19552
AC 003

P. monspeliaca AAD 16998

AAD 20797

*Analiz edilen bireylerin ortalamasi kullaniimistir.
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34

38

38

38

2X

2X

2X

2X

2X

2X

2X

0,95
0,99
1,04
0,55
0,50
0,52

0,59



4. TARTISMA

4.1 Karyolojik Degerlendirme

Calisilan taksonlardan P. anatolica’ya ait somatik kromozom sayisi, AAD 20651
ve AAD 19846 numarali drneklerden yapilan preparatlarda 2n=32 olarak tespit
edilmesi literattrle ortusmektedir [63]. AAD 20693 numarali érnekte gdzlemlenen
2n=24 somatik kromozom sayisi bu tez c¢alismasinin desteklendidi proje
kapsaminda ilk kez belirlenmigtir. AAD 20750 numarali 6rnekte gozlemlenen
2n=24+2B kromozom sayisi ise bulundurdugu B kromozomlari daha once

¢alisilan higbir P. anatolica 6rneginde gézlemlenmemisgtir.

P. anatolica, molekuler filogenetik ¢calismalardan elde edilen sonuclara goére
Lyskov ve ark. tarafindan Polygala major tir kompleksi altinda sinonim olarak
tanimlanmistir [23]. P. anatolica ve P. major’'un morfolojik ydonden birbirlerine gok
benzer karakter ve karakter durumlarina sahip olmalari taksonomik olarak her iki
taksonun tartismali bir durumda olmasina yol agmistir [25]. P. anatolica taksonu
icerisinde farklh sitotiplerin bulunmasi, P. anatolica’nin taksonomik ve
sitotaksonomik prensipler benimsenerek daha detayli analizler ile galisiimasi

gerektigini gostermektedir.

P. wulgaris taksonunun bu tez calismasinda belirlenen kromozom sayilari
literattrle paralellik géstermektedir [50]. AAD 20628 6rneginde 2n=4x=68, AAD
20743 numarali P. wvulgaris 06rneginde 2n=2x=28+2B kromozom sayisi
belirlenmistir. Bu sonuca goére populasyon icerisinde diploid-tetraploid bireyler
oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla ilgili lokalite olan Erzurum, Oltu, Duralar Koyu
bolgesinin P. vulgaris populasyonlari bakimindan miksoploid bir populasyon

olarak kabul edilebilir.

P. monspeliaca taksonunda AC 003, AAD 16998 numarali érneklerin ikisinde de
2n=2x=38 kromozom sayisi gozlemlenmistir. G6zlemledigimiz sonuglar literatlr
ile es sonug gostermektedir [60]. AC 003 6rneginin lokasyonunun KKTC oldugu,
AAD 16998 orneginin lokasyonunun ise Lubnan oldugu bilinmektedir (Cizelge
2.1). Farkl cografi bolgelerdeki populasyonlari temsil eden o6rneklerin ayni
kromozom sayisina sahip olmasi, P. monspeliaca’nin ploidi seviyesinin ve ayni

zamanda kromozom sayisinin  biyocografik  uzaklhkla degdismedigini
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gostermektedir. Ayrica P. monspeliaca’nin (diger ¢cogu Polygala taksonundan
farkh olarak) tek yillik bir bitki olmasi ¢ok genis populasyonlar olusturamamasina
yol agmaktadir. Bu nedenle P. monspeliaca taksonunun sabit kromozom sayisi

ve genom buyuklugune sahip olmasi olabilecegi dusunulmektedir [108].

P. inexpectata, P. peshmenii ve P. turcica turleri tlkemize endemik bitkiler olup,
ilgili taksonlarin lokaliteleri sirasiyla: Karaman, Antalya ve Kars illerimiz
seklindedir (Cizelge 2.1). Kromozom sayilari bu tez galismasinin desteklendigi
proje kapsaminda ilk kez belirlenmigtir. P. inexpectata 2n=34, P. peshmenii
2n=34, P. turcica 2n=38 diploid kromozom sayilari olarak belirlenmistir. Bu
sonuca gore P. inexpectata ve P. peshmenii birgcok Avrupa taksonu ile ayni temel
kromozom sayisina sahipken, P. turcica, Afrika taksonlarinin birgogu ile ayni

temel kromozom sayisina sahiptir [34].

P. papilionacea’nin diger taksonlardan farkli olarak 2n=42 kromozom sayisina
sahip oldugu, ilk kez bu tez c¢alismasinin desteklendigi proje kapsaminda
belirlenmistir. Taksonun farkli populasyonlardan toplanan érnekleri incelenerek

karyolojik durumunun detayli arastiriimasi tarafimizca onerilmektedir.

P. hohenackeriana’nin 2n=34 kromozom sayisi ilk kez bu tez calismasinin
desteklendigi proje kapsaminda belirlenmistir. Taksonun populasyon buyuklugu
sinirl oldugundan dolay! az sayida materyal Uzerinden ¢alisma yurutalmustar.
Taksona ait yeni populasyonlarin kesfedilmesiyle elde edilebilecek zengin 6rnek
seti ile calisilarak karyolojik durumuna ait detaylarin 6grenilmesi tavsiye

edilmektedir.

P. alpestris’in kromozom sayisi 2n=24 olarak belirlenmistir ancak literattr
calismalarinda kromozom sayisi 2n=34 olarak bilinmektedir [50]. Bu sonug P.
alpestris’in farkli bir sitotipinin UGlkemizde olduguna isaret etmektedir. Farkli
populasyonlardan elde edilecek 6rneklerin karyolojik durumlari incelenerek sitotip

cesitliliginin aydinlatilmasi énerilmektedir.
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4.2 Akig Sitometrik Degerlendirme

P. supina turine ait AAD 20879 numarali bireylerde yuritllen bu ¢alismada
sirasiyla 0,79 pg, 0,80 pg, 0,81 pg degerinde 2C gekirdek DNA igerigi belirlenmisg
olup standart sapmasi 0.01 olarak hesaplanmistir. Literatlir galismalarinda yer
alan P. supina’nin ¢ekirdek DNA igerigi 1,79 pg/2C olarak hesaplanmistir [94].
Tez galismasinda elde edilen degerle értismeyen bu sonuca gére P. supina
uzerinde farkli populasyonlarin incelenmesi, olasi sitotiplerin arastiriimasi

onerilmektedir.

P. vulgaris tartintin gekirdek DNA igerigine dair Hojrales ve arkadaslarinin yaptigi
calismaya gore 0,89 pg/2C degerini belirlemiglerdir [93]. Saptanan P. vulgaris
orneklerinde (AAD 20743 orneg@i disinda) tetraploidi durumu goézlemlenmis
olmasindan dolayi literatir ile tez sonucunun uyusmamasi kabul edilebilir.
Hojrales ve arkadaslari, P. vulgaris’in muhtemel farkli bir sitotipini analiz etmis

olabilecegi dusunulmektedir.

P. alpestris turtne ait AAD 20927 numarali drnegin birinci bireyinde siradigi bir
veri elde edilmistir (2,42 pg). ikinci ve lglinci bireylerin sirasiyla 0,72 pg ve 0,93
pg cekirdek DNA icerigi hesaplanmistir. Ornekler arasinda giivenilir olmayan
standart sapma sonucu (0,93) hesaplanmistir. Bu farklihgin sebebi bireydeki
karyolojik bir anomali olabilecegi gibi insan kaynakli deneysel bir hata olabilecegi
ihtimal dahilindedir. Bu nedenden dolayi 6érnek bu sonucun akabinde yeniden
analiz edilmis ve ayni sonug elde edilmigtir. Dolayisi ile birey Uzerinde daha

detayli incelemeler yapilmasi gerekmektedir.

P. anatolica, P. alpestris, P. turcica, P. inexpectata, P. peshmenii, P.
hohenackeriana, P. papilionacea ve P. monspeliaca’nin ¢ekirdek DNA
iceriklerine dair literatirde yapilmig bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez
calismasinin desteklendidi proje kapsaminda s6z konusu bu veriler ilk kez elde

edilmistir.
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Temel Bilesen Analizi (PCA - Biplot) - Standart: Vicia sativa

'
: Ornegin Floresan Yogunlugu
' 12 A
'
|
'
1
'
21 '
!
'
o s ! 10 /
sStandartin Floresan Yogunlugu : \ A
: a
' 15
! N
1 ! a 14 |
! 1 Taksonlar
: @® P_alpestris
|
= ' A P_anatolica
0 . _
™ 1 @ P_hohenackeriana
‘2 : P_inexpectata
éo’ --------------------------------- A o e i bt = Y PPy 4 Ty T P_monspeliaca
N " DNA Miktari (Mby fnonee
O 57 ' P_papilionacea
- '
o 1 & P_peshmenii
1
] P_turcica
1
1 P_vulgaris
'
-1 !
'
'
'
'
'
1 ®
' /
!
'
1
2 4
@,
ok
gy
'
T } T T T
2 1 0 1 2 3

PC1 (%64.0)

Sekil 4.1. Standart olarak fig bitkisi kullanilan drneklere ait temel bilesenler analizi
(Kullanilan parametreler: Standardin ve ornegin floresan yogunlugu, o6rnegin
cekirdek DNA miktari)

Orneklere ait cekirdek DNA icerikleri, standart fig bitkisi ve drneklere ait floresan
yogunlugu verisi kullanilarak temel bilesenler analizi gergeklestiriimigstir.
Bilesenlerin toplam ayrimi (PC1 ve PC2) %97,5 degerinde temsil edilmektedir
(Sekil 4.1). P. inexpectata, P. papilionacea ve P. monspeliaca, érnekleri oldukca
anlamli bir dagilim gostermis olup iki boyutlu dizleminde standart floresan
yogunluguna yakin bir kimelenme gostermistir. P. peshmenii, érnekleri diger tim
orneklerden net bir ayrima sahiptir. P. anatolica ve P. vulgaris 6rneklerinde genis
bir varyasyon saptanmistir (Sekil 4.1). Bu durum P. anatolica ve P. vulgaris
taksonlarinin populasyon gozetmeksizin tur i¢i genis bir dagilima sahip

olabilecegini gostermektedir.
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Temel Bilesen Analizi (PCA - Biplot) - Standart: Lycopersicon esculentum
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Sekil 4.2. Standart olarak domates bitkisi kullanilan érneklere ait temel bilesenler
analizi (Kullanilan parametreler: Standardin ve 6rnegin floresan yogunlugu,

ornegin ¢ekirdek DNA miktar)

Orneklere ait cekirdek DNA icerikleri, standart fig bitkisi ve drneklere ait floresan
yogunlugu verisi kullanilarak temel bilesenler analizi gergeklestiriimigstir.
Bilesenlerin toplam ayrimi (PC1 ve PC2) %99,7 degerinde temsil edilmektedir
(Sekil 4.2). Dort farkh takson Uzerinden yapilan bu analizde P. monspeliaca, P.
anatolica, P. peshmenii ve P. turcica taksonlari birbirinden net bir ayrim
gostermektedir (Sekil 4.2). Bu durum P. turcica ve P. monspeliaca taksonlarinin
ayni kromozom sayisina sahip olmalarina ragmen farkl ¢ekirdek DNA igerigi
gOsterebilecegine isaret etmektedir.
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4.3 Sitotaksonomik Degerlendirme

Megabaz cinsinden genom hacmi (bUyukligua) ile kromozom sayilari arasinda
korelasyon iligkisi kurulmustur. Anlamhlik skoru, “p value” olarak bilinen p
anlamliik degeri 0.0034 olarak hesaplanmigtir (Sekil 4.3). Bu sonuca gore
kromozom sayilari ve c¢ekirdek DNA igerigi arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmigtir. Ayni bireye ait kromozom sayisi ve ¢ekirdek DNA igerigi bu analiz
icin en guvenilir yontemdir fakat tohumlarda sinirh sayida ¢imlenme

g6zlemlendigi igin analiz bu sekilde gergeklestirilememistir.

Sekil 4.3'de verildigi Uzere en az kromozom sayisina sahip takson P. alpestris,
bir 6rnek haricinde (AAD 20927-1) kismen anlamli bir dagihm gostermistir (Sekil
4.3).

P. anatolica ornekleri ise 763 mbp ile 1408 mbp arasinda genis bir varyasyon

goOstermis olmasina ragmen anlamh bir sonuc vermistir.

Orneklerin blyiik bir cogunlugu 2n=34, 2n=38 kromozom sayis| arasinda yer
almaktadir. 2n= 34 grubunda yer alan P. peshmenii DNA miktari bakimindan P.
inexpectata ve P. hohenackeriana’dan net bir sekilde ayrilmaktadir. P.
hohenackeriana yalnizca bir birey Uzerinden c¢alisildigi icin P. inexpectata’dan

cok net bir farkhlik géstermese de, kismen ihimli bir ayrim géstermektedir.

2n=38 grubunda yer alan iki takson P. turcica ve P. monspeliaca, gerek
kromozom sayilari gerekse g¢ekirdek DNA icerikleri bakimindan benzer sonug
gostermektedir. P. turcica, yalnizca iki birey Uzerinden analiz edilmistir, farkli
populasyon ve bireyler Uzerinden gercgeklestirilecek ¢aligsmalarla olasi bir ayrim

degeri bulunabilecegi dusunulmektedir.

2n=42 kromozom sayisina sahip P. papilionacea turu kromozom sayisi ile diger
tum taksonlardan farklihk gostermesine ragmen ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan

2n=38 grubuna yakin konumlandigi saptanmistir (Sekil 4.3.)

2n=68 kromozom sayisina sahip P. vulgaris turinin kromozom sayisi ve
cekirdek DNA icerigi bakimindan diger tim taksonlardan farkhlastigi

saptanmigtir.
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Taksonlarin Kiimelenmesi
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Sekil 4.4. Cekirdek DNA miktarina gore taksonlarin kiimelenmesi

Taksonlarin c¢ekirdek DNA iceriklerine gore kumelenmesi iki boyutlu duzlem
uzerinde %100°’lUk ayrim ile sonuglanmistir. Bu sonuca gore taksonlar ¢ temel
gruba ayrilmistir (Sekil 4.4). P. monspeliaca, P. peshmenii ve P. anatolica ilk
grubu olusturmustur. P. peshmenii ve P. anatolica ikinci grupta da temsil
edilirken, P. monspeliaca yalnizca ilk grup igerisinde yer alarak diger tim
taksonlardan ayriimistir. Sekil 4.3’e goére 2n=38 kromozom sayisina sahip P.
monspeliaca ve P. turcica herhangi bir ayrim goéstermemisken kimeleme
analizinde her iki taksonun birbirinden ayrilmasi siradisi bir sonu¢ olarak
degerlendirilmektedir. ikinci grupta ise P. papilionacea, P. inexpectata, P. supina,
P. alpestris, P. anatolica, P. peshmenii, P. turcica ve P. hohenackeriana
taksonlari yer almaktadir. Sekil 4.3 ile benzer bir dagihim gésteren bu taksonlar
arasinda P. alpestris ticiincli grupta da temsil edilmektedir. Uglincti grupta ise
tetraploid P. vulgaris taksonu ile beraber muhtemel poliploid P. alpestris taksonu

birlikte yer almaktadir.

67



En dusik ¢ekirdek DNA icerigine sahip takson olan P. monspeliaca ile en yiksek
cekirdek DNA igerigine sahip olan P. alpestris ve P. vulgaris taksonlari
birbirlerinden oldukga uzak bir kimelenme gostererek diger tum analizleri

dogrulayan bir sonug gostermistir (Sekil 4.4).
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