BAZI EBENUS L. TURLERININ KARYOLOJISI
Ak 22,\3\

Hiiseyin AKSOY

YUKSEK LiSANS TEZi
BIYOLOJI

GAZI UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

6123

1998



Hiiseyin AKSOY tarafindan hazrlanan BAZI EBENUS L. TURLERININ
KARYOLOJISI adh bu tezin Yiksek Lisans tezi olarak uygun oldugunu

onaylanm.

=\
S Unel

Dog. Dr. Fatma UNAL

Tez Yoneticisi

Bu g¢aligma, jirimiz tarafindan Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek
Lisans tezi olarak kabul edilmistir.
Ba&kﬂll : Prof.Dr.Zek_iye SULUDERE :Z‘)} v\}\/\’\ &M

(%N *

U'ye : Dog.Dr.Fatma UHAL (Danigman) g— MV\QL
Uye - Dog.Dr.Zelti AYTAG 5%%
Uye :
Uye

Bu tez, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi tez yazim kurallarina

uygundur. % ' A%’SQ \\



ICINDEKILER

[0 Y4 24 WUT T i
AB S T R A C T .o it ettt et e teeraaa e eraaa e e raeaaann il
TESEKKUR. ... ceitiieeitiee e eiee et e e e e e e e e e ii

CIZELGELERIN LISTEST.......ovvveeeeeeeseeeeeeeeeemseessseseeeseseeeeeeneeneesenseeesnVi

1B € 128 1 PP 1
2. MATERYAL VEMETOD.......ciiiiiiiiiiie et 11
2. 1. Materyal.....oeineii e e e e 11
2.1.1. Ebenus cinsinin genel 6zellikleri...........cceeiiiiiiiiiininens oo 12
2.1.2. Ebenus cinsinin tiir tayin anahtari...............ccceeeeiiiiiinineenn.n. 13
2.2. MEEOG. . et 21

2.2.1. Feulgen boyamas:.........cooviuiieieienniieeiieiiieinnnineieeieane 21

2.2.2. Karyotip analizleri ve kromozomlarin detayl: olarak

INCEIENMESI. .. euvneeiitiieeen e eee e naenns 21

2.2.2.1. Kromozom boylarinmn Slgilmesi............oooviniiiiin 21
2.2.2.2. Kromozomlarin nisbi boylarinin hesaplanmasi....................... 22
2.2.2.3. Kromozom kollarinin orant............eeevueueeneiiiniinniinnnn. 23
2.2.2.4. Toplam haploid kromozom uzunlugunun hesaplanmasi............ 24
2.2.2.5. Karyogramlarin ve idiogramlarin hazirlanmasi...................... 24
3. BULGULAR....cciiiteitet et ettt et eae et aens 25
3.1. E. plumosa var. plumosa. ............cccecuveiinininiiiiiiiiiiiiiii, 25
3.2, E. plumosa Var. Speciosa............c.coveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 26
3.3. E. macrophylla.........cccoenvnieieninii it 33

34.E. barbigera..........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiii eeeereeaeaas 34



4. SONUC VE TARTISMA

4.1. Mitotik Kromozomlarin G6zlenmesi ve Analizi.......ccoeeeevvveeevenn.....41

4.2. Ebenus Turlerinin Karyotiplerinin Karsilagtirilmast.......cccccceevvene..... 43
KAYNAKLAR. ..t 46
OZGECMIS



BAZI EBENUS L. TURLERININ KARYOLOJiSI -
(Yiiksek Lisans Tezi)

Hiiseyin AKSOY

GAZi UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Aralik 1998

OZET

Ebenus L. biitiin tiirleri iilkemiz i¢in endemik olan 15 cinsten biridir. Bu cins
17 takson ile temsil edilmektedir. -Bunlardan dérdii, E. plumosa Boiss & Bal.
var. plumosa, E. plumosa var. speciosa Hub.-Mor., E. macrophylla Jaub. &
Spach ve E. barbigera Boiss. kromozom morfolojileri bakimindan
incelenmistir. Incelenen biitiin tiirlerin diploid ve 2n=14 oldugu belirlenmistir.
Temel kromozom sayilart hepsinde x=7’dir. Kromozom boylarn, E. plumosa
var. plumosa, E. plumosa var. speciosa, E. macrophylla ve E. barbigera’da
sirasiyla 4.30 - 2.67 pm, 4.91 - 3.09 um, 4.22 - 2.15 pm, 2.78 - 1.58 pm
arasindadir. E. plumosa var. plumosa’nin karyotipi 1m+1sm+5m, E. plumosa
var. speciosa’nin karyotipi 2m+1sm+4m, diger ikisinin karyotipi 7m’dir.

Satellitler, E. plumosa var. plumosa ve E. macrophylla’da 4. kromozomun
uzun kolunda, E. plumosa var. speciosa’da 4. kromozomun kisa kolunda, E.
barbigera’da 3. kromozomun uzun kolundadir.

Ayrica, E. plumosa var. speciosa’nin 6. kromozom ¢iftinden birinin kisa kolu
lizerinde 2.44 um’lik ilave bir kromozom pargas: bulundugu belirlenmistir.
Bu parga, ait oldugu kromozomun uzun kolundan daha uzundur.
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ABSTRACT

The Ebenus L. is one of 15 genus, whose all species are endemic for Turkey.
This genus is represented by 17 taxa in Turkey. Four of them, E. plumosa
Boiss & Bal. var. plumosa, E. plumosa var. speciosa Hub.-Mor., E.
macrophylla Jaub. & Spach and E. barbigera Boiss. were investigated in
terms of chromosome morphology. All species investigated found to be
diploid with 2n=14 chromosomes. Basic chromosome number is x=7.
Chromosome lenghts in E. plumosa var. plumosa, E. plumosa var. speciosa, E.
macrophylla and E. barbigera are between 4.30 - 2.67 um, 4.91 - 3.09 pm,
422 - 2.15 pm, 2.78 - 1.58 pym respectively. The karyotype of E. plumosa
var. plumosa consists of 1m+1sm+5m, of E. plumosa var. speciosa consists of
2m+1sm+4m, two the others consist of 7m.

Satellites were on the long arms of chromosome 4 in E. plumosa var. plumosa
and E. macrophylla and 3 in E. barbigera. In E. plumosa var. speciosa satellit
was on the short arm of chromosome 4.

There was a 2.44 um long chromosome fragment on the short arm of one of
the homologous 6™ chromosome in E. plumosa var. speciosa. This fragment
was longer than the long arm of the chromosome.

Science code : 401.01.00
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1. GIRIS

Yiiksek yapili Okaryotlarin kromozomlart ¢ok fazla miktarda DNA
icermektedir. DNA’mn agilmig hali, boliinmekte olan hiicredeki paketlenmis
kromozomlérdan yaklasik 1000 defa daha uzundur. DNA, histon ad1 verilen
kromozomal proteinlerle baglanti halinde olup, bu yapilar olduk¢a siki bir
halde kromozomlarda paketlenmektedir (Demirsoy, 1989; Karol ve Suludere,
1992). Paketlenme, niikleozom adi verilen alt birimlerden baglamaktadir
(Pederson et al., 1986). Diske benzeyen niikleozom gébegi H,A, H,B, H; ve
H; histonlarinin her birinden ikiser adet igerecek sekilde bir protein
oktomerinden olugmaktadir. DNA heliksi bu yapinin etrafinda iki doniis
yaptiktan sonra, H; histonu ile adeta birbirine tutturulur ve baglayict DNA ile
takip eden niikleozoma baglanir. Bu niikleozomdaki baz ¢iftleri 165-220
arasinda degismektedir. Eger insan haploid genomu, tek bir DNA molekiilii
halinde olsaydi, toplam uzunlugu 1 m’ye yaklagirdi (Du Praw and Babhr,
1969). Bu molekiiliin, 23 kromozom tarafindan paylasilmas1 sonucunda, bir
kromozomdaki DNA uzunlugu 5 cm’den biraz daha az olurdu. Oysa her bir
kromozom mikronlarla ifade edilen bir kiiciikliiktedir. Bu kadar uzun bir
DNA’nin, bu kadar kii¢iik bir yapiya sigabilmesi i¢in olduk¢a yiiksek derecede
bir paketleme sistemi gostermesi gerekmektedir. Ancak bu paketlenmeden
sonra, ¢ok uzun olan DNA iplikleri, metafaz kromozomlar1 halinde

mikroskopta goriilebilir yapilarina ulagsmaktadirlar.

Mitotik kromozomlar, metafaz sathasinda en kisa ve en kalin halde bulunurlar.
Bu esnada DNA replikasyonu tamamlanmig oldugundan, her bir metafaz
kromozomu iki kardes kromatidin sentromer aracilifn ile birbirine
baglanmasindan olusur. Her bir kromozom igin sentromerin (primer bogum)
yeri karakteristiktir ve karyotip ¢aliymalarinda her bir elemanmn

tammlanmasinda kullanilan 6zelliklerden birisidir. Sentromer, belli bir DNA



dizisine (tekrarlayan) sahip olup, spesifik proteinler de bu yapida yer
almaktadir. Sentromer, hiicre boliinmesi esnasinda ig ipliklerinin tutundugu
kinetokor yapisinin kromozoma baglandig: yerdir. Her bir kromozomda iki
adet bulunan kinetokor, kardes kromatidlerin kargilikli kutuplara ¢ekilmesini
saglamaktadir (Clark and Wall, 1996).

Kromozomlarin tanimlanmasinda kullanilan diger bir &zellik, kromozom
kollartdir. Her kromozomda sentromerin yeri belli oldugu ve degismedigi
icin, sentromerin iki tarafinda bulunan kromozom kollar1 arasindaki oran
(uzun kol/ kisa kol veya kisa kol/uzun kol) da sabit olmaktadir. Bu kollarin
oranma gore kromozomlar metasentrik (kromozom kollarinin hemen hemen
esit olmasi), submetasentrik (bir kolun digerinden biraz daha uzun olrf1a31) ve
telosentrik (bir kromozomda sentromerin kromozom sonunda bulunmasi)
seklinde adlandirilmaktadir (El¢i, 1994).

Karyotiplerin hazirlanmasinda morfolojik olarak ayirt edilen bir baska yapi,
nitkleolus organizatér bilgeleri (NOR) olup, bélinmenin sonunda buralardan
niikleoluslar olusmaktadir (McClintock, 1934). Standart metodlarla boyanan
kromozomlarda NOR’lar daha az boyanirlar ve sekonder bogumlar olarak
gozlenirler. NOR'’larin sayis1 ve pozisyonu tiirden tiire degisiklik gosterir
(Goodpasture and Bloom, 1975). Sekonder bogumdan sonra kromozomun
sonunda satellit yer alir. Bunlar ¢ok kii¢iik olabildigi gibi olduk¢a biiyiik

olanlar1 da goriilebilir.

Kromozom teriminin kullanilmasi ve kalitimin kromozomlara dayandigmin
belirlenmesinden sonra, kargilagtirmali biyoloji ve filogenetik caligmalara
ilaveten, hem klinik ve hem de akademik genetik ¢aligmalarda, kromozomlarla
ilgili incelemeler bityiik bir yer iggal etmistir. Bu nedenle, kromozom yapisi,
fonksiyonu ve evrimini inceleyen kargilagtirmali sitogenetik biiyiik bir 6neme

sahiptir.



Kargilagtirmal sitogenetikte genellikle kromozomlarin, yukarida da deginilen
sentromerin pozisyonu, kol oranlari, nisbi boylar1 ve sekonder bogumlar: gibi
morfolojik karekterleri kullamlmaktadir. Bu aragtirmanin da amaci Tirkiye
icin endemik olan Ebenus tiirlerinden E. plumosa var. plumosa, E. plumosa
var. speciosa, E. macrophylla ve E. barbigera’nin hem kromozom sayilarmm
ve hem de detayll kromozom morfolojilerini ilk kez belirleyerek, bu
taksonlarin sitogenetik &zelliklerinin ortaya konmasi ve bu o6zellikler

bakimindan taksonlarin kargilagtirilmasidir.



Literatiir 6zeti:

Mitotik kromozomlarin elde edilebilmesi amaciyla ¢esitli arastirmacilar, kendi
materyallerine uygun olan yontemler uygulamiglardir. Mitotik kromozomlarin
gbzlem amaglar birbirinden farkli olabilir. Bir bitkide sadece kromozom
sayisinin ~ belirlenmesi  i¢in uygulanacak metot ile kromozomlarin
morfolojisinin belirlenmesi i¢in uygulanacak metotlar bazi farkliliklar
gostermektedir. Yapilacak ¢alismaya gore gerek kullamilan kimyasallarda
gerekse metodlarda bazi farklhiliklar bulunsa da mitotik kromozomlarin
bulundugu materyalin eldesi, kromozomlarin g6zlemi ve Ozellikle
karyotiplerinin yapilmasinda izlenecek yollar aymdir. Her caligma igin
oncelikle materyalin elde edilmesi gerekmektedir. Sonra sirasiyla ilk islem,
tespit, hidroliz ve boyama islemlerine tabi tutulan materyalden preparatlar
hazirlanip, uygun preparatlardan fotograf ¢ekimi ve bunlann kartlara
basimindan elde edilen goriintiilerden kromozom analizleri ve karyotipleri

yapilmaktadir.

Kromozomlarin sayimi ve analizlerinin, mitoz béliinme esnasinda onlarin en
kisa ve en kalin oldugu metafaz sathasinda yapilmaktadir. Bu safhada
belirlenen kromozom sayilari, hem bitkilerde hemde hayvanlarda biiyiik
farkliliklar gostermektedir. Canlilar arasinda en az kromozom sayist (2n=2),
bir nemotad tiirii olan Ascaris suum’a aittir. Bir bitki tiirii olan Haplopappus

gracilis’te ise 2n=4’tiir. En fazla sayida kromozomlar, bir egrelti otu olan

Ophioglossum petiolatum’da (2n=1020) bulunmaktadir. Hayvanlarda 1se
kiiciik bir kelebek olan Lysandra nivescens 2n=380 ve 2n=382 kromozoma

sahiptir (Elgi, 1994).

Canlilar arasinda kromozom biiyiikliikleri de 6nemli farklar gostermektedir.

En kiigiik kromozomlar mantarlarda gozlenmis olup, bir mikronun 0.25°i



kadardir. En uzun kromozomlu bitkiler ise Liliaceae familyasinin cinslerinde
belirlenmistir. Bu familyadan Trillium cinsinde kromozomlarin 30 pm’a
kadar olabildigi gozlenmistir (El¢i, 1994). Gerek bitkilerde, gerekse
hayvanlarda ¢ok kii¢lik kromozomlar bulunmakla birlikte, genelde bitkilerde
kromozom boylari, hayvanlardan daha uzundur (Schaffer, 1980).

Kromozom sayisi ve morfolojilerinin belirlenmesinde ilk basamakta, mitotik
kromozomlarin elde edilecegi en uygun dokunun belirlenmesi gerekir. Bu da
bitkilerde genellikle kok ucu olarak bilinmektedir. Kok uglar1 ya tohumlarin
petri kaplarinda ¢imlendirilmesiyle ya da tohumlarin saksilara ekilmesiyle
yetistirilen bitkilerden elde edilir. Eger bitki soganli ise, icinde su bulunan
erlenmayer igerisinde koklendirilebilir. Bu sekilde elde edilen 1-2 cm
boyundaki ilk kok uglari, mitoz béliinme bakimindan olduk¢a zengindir. Bu
kok uglar alinarak gerekli iglemlerden gegirilir.

Okaryotik bir canlida kromozom analizi yapilabilmesi i¢in, kromozomlarin
hiicre igerisinde iyi bir sekilde dagilmis olmasi gerekir. Bunun saglanabilmesi
icin bolca metafaz safhasi elde edilmelir. Metafaz sathalarinin arttirilabilmesi
i¢in ise, hiicrede ig ipliklerinin olugumunun engellenmesi, bu ipliklerin
kromozomlara baglanmasinin ve dolayisiyla kromozomlarin kutuplara
¢ekilmesinin engellenmesi gerekmektedir. Bu amagla cesitli maddeler
kullaniimaktadr.

Ik islemde en ¢ok kullanilan kimyasal a-monobromonaftalindir. Ucuz olmasi
ve doymus ¢ozeltisi kullanilmasi nedeniyle tercih edilmektedir. g ipliklerinin
olusumunu durdurarak, kromozomlarin kisalmasina ve diizelmesine etki
etmektedir (El¢i, 1994). Sorghum tiirlerindeki sitolojik incelemelerde doymus
o-monobromonaftalin ¢ozeltisi k6k uglarina 2 saat siireyle uygulanmistir (Gu

et al., 1984). Secale cereale L.’de kromozom sayist ve karyotip incelemeleri



icin Sahin ve El¢i (1986), kok uclarimi bu ¢ozeltide 16-17 saat bekletmislerdir.
Trichosanthes dioica Roxb.’da kok uglarna 4-5°C’de 5 dakika uygulanan a-
monobromonaftalinden sonra, kokler yine aym gozeltide 12-14°C’de 25
dakika bekletilerek ilk islem uygulanmugtir (De Sarker and Datta, 1987).
Fabaceae familyasindan Medicago noeane Boiss’in kok uglari da ayni
¢ozeltide 3 saat oda sicaklifinda bekletilmistir (Falistocco and Falcinelli,
1993). Allium tiirlerindeki sitotaksonomik incelemede (Kol ve Gokmen,
1990), diploid Agropyron cristatum’dan tetraploid bitki elde edilmesinde
(GOmiirgen, 1993), Astragalus panduratus Bunge’nin (Engin ve ark., 1994) ve
Astragalus cinsine ait Dasyphyllium Bunge seksiyon iiyelerinin (Aytag, 1997)
sitolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde de ilk islem i¢in a-monobromonaftalin

kullanilmugtir.

Ilk islem amaciyla sik¢a kullanilan bir diger kimyasal paradiklorobenzen
(paradichlorobenzene) dir. Fabaceae familyasinin 118 tiiriinde (Bairiganjan
and Patnaik, 1989), Lathyrus’un 4 ayn tiiriinde de ($ahin, 1993), karyotip
analizlerinin yapilabilmesi igin p-diklorobenzenin doymus c¢ozeltisi oda
sicaklifinda 4 saat siireyle kullanilmigtir. Bernardello ve arkadaglari (1994),
Solanaceae familyasindaki karyotipik aragtirmalarinda, Venora ve Padulosi
(1997), Vigna unguiculata (L.)’daki karyotip analizlerinde kok uglarii bu
¢ozeltide 2 saat muamele ederek, uygun hiicreler elde ettiklerini

bildirmislerdir.

Paradiklorobenzen tek olarak kullamldigi gibi, aesculine ile 2:1 oranindaki
kangim da 10-12°C’de 2-3 saat siireyle kullamlmaktadir. Bu yontemi Kar ve
Sen (1991), bazi Fabaceae cinslerinin kok ve embriyo dokularindaki

karyolojik 6zelliklerin kargilastinnlmasinda kullanmislardir.



8-hidroksikinolin (8-hydroxyquinoline) de ilk islem i¢in kullanilmaktadir. Bu
maddenin 0.002 M’lhik ¢ozeltileri, Fabaceae familyasindan Glycine’de
genomik arastirmalarda ve Glycine max’da, gama radyasyonunun
kromozomlara etkisinin incelenmesinde kullanilmigtir (Kumar and Hymowitz,
1989; Yalcin, 1992). Heering ve Hanson (1993), ¢ok yillik Sesbania
tiirlerindeki karyotip analizlerinde 0.003 M, Pedrosa ve arkadaslar1 (1997),
Citrus sinensis’te, Aksoy ve arkadaslar1 (1998), Hordeum vulgare’de, Tayyar
ve arkadaglar1 (1998), Triticum aestivum’da yaptiklar karyolojik ¢aligmalarda
0.002 M 8-hidroksikinolini ilk islem basamaginda, ¢esitli siirelerde

kullanmiglardir.

Colchicum autumnale’den elde edilen kolkisin de kromozomlarin sayilmasi ve
morfolojilerinin karsilastinlmasinda ilk islemde basariyla kullaniimaktadir.
Ancak ¢ok pahali olmasi nedeni ile arastirmacilar tarafindan fazla tercih
edilmemektedir. Ama yinede diigiik konsantrasyonlarda olmak tizere, pek gok
aragtiricinin  ¢aligmalarinda 6zellikle tercih ettigi bir maddedir. Betula
kromozomlarinin Feulgen-Giemsa metoduyla boyanmasinda ilk iglem i¢in kok
uglari % 0.01°lik kolkisin ¢ozeltisiyle birka¢ saat muamele edilmigtir
(Anamthawat-Jonsson et al., 1986). Aym kimyasalin % 0.05’lik ¢&zeltisi
Cephalanthera’da (Schwarzacher and Schweizer, 1982), Liliaceae’de
(Schubert et al., 1983), Allium tiirlerinde (Loidl, 1985), Lathyrus (Unal et al.,
1995) ve Sternbergia (Yizbasioglu et al.,1997) tiirlerinde de verimli bir
sekilde kullanmilmistir. Kolkisin ayrica 8-hidroksikinolin ve dimetil stilfoksit
(DMSO) ile kangtinlarak da kullanilmaktadir (Hsiao et al., 1985;
Wajahatullah ve Vahidy, 1990).

Bu kimyasallarin diginda, El¢i (1975), eriyen buzu mutant ¢avdar (Secale
montanum Guss.)’in kromozom sayisim belirlemek ve yapilarimi agiklamak

icin kullanmugtir. Yu ve arkadaglar1 (1991), Sorghum tiirleriyle yaptiklarn



¢aligmalarda kok uglarimi 20 saat buzlu soguk suda bekletmislerdir. Astragalus
tiirleri ile yapilan galigmada da soguk su ilk islem maddesi olarak kullanilmig
ve koék uclan 8 saat soguk su ile muamele edilmistir (Dopchiz et al., 1995).

Ilk islemi takip eden tespit basamaginda en ¢ok kullanilanlar arasinda glasiyal
asetik asiti ve asit:alkol karigimini sayabiliriz.  Tespit isleminin amaci,
kromozomlarin miimkiin oldugunca canli hayattaki durumlarina yakin halde

korunmalarimi saglamaktir.

Tespit isleminde Sahin ve Elgi (1986), cavdarlarda, Unal (1990), kamigs:
yumakta, Gomiirgen (1993), otlak ayriginda glasiyal asetik asiti yarim saat
siireyle kullanmiglardir. Bunun yaninda absolii alkol:glasiyal asetik asit (3:1)
¢6zeltisi de tespit amaciyla sik¢a kullanilmaktadir. Bunu, Anamthawat-
Jonsson ve arkadaslar1 (1986), Betula tiirlerinde, Greizerstein ve Poggio
(1994), Amarant’larda, Unal ve arkadaslar1 (1995), Lathyrus’larda, Pedrosa ve
arkadaglar1 (1997), Citrus’ta kullanmay tercih etmiglerdir. Glasiyal asetik asit
yerine laktik asit kullanarak Gloriosa lutea’da (Lugade and Hegde, 1992)
tespit iglemi yapilmigtir. Bazi aragtiricilar da etil alkol yerine metil alkol
kullanmiglardir (Schwarzacher and Schweizer, 1982; Loidl, 1985).

Materyalin uygun bir boya ile boyanmasindan evvel, bitkilerde kok uglarinin
hidroliz edilmesi ve béylece dokudaki hiicrelerin birbirinden ayrilmasi ve
onlarin daha iyi gozlenmesi saglanir. 1IN HCI’de 60°C’de Trichosanthes
dioica’nin ko6k uglan 30 saniye (De sarker and Datta, 1987), Allium tiirlerinin
k6k uglan 5 dakika (Jamilena et al., 1990), bazi Liliaceae tiirleri 11 dakika
(Schubert et al., 1983), Sternbergia tiirleri 12-13 dakika (Yiizbasioglu et al.,
1997), Betula (Anamthawat-Jonsson et al., 1986) ve Lathyrus tiirleri (Sahin,
1993) ise 15 dakika hidroliz edildikten sonra kromozomlarin uygun sekilde

boyandig1 gézlenmistir.



Bunun disinda 2N HCI de hidroliz amaciyla kullamilmaktadir. Yalcin (1992),
soya fasulyesinde radyasyonun meydana getirdigi kromozomal anormallikleri
gozlemlemek i¢in kok uglarmi 2N HCl’de oda sicaklifinda 2 saat hidroliz
etmigtir. Aksoy ve arkadaslann (1998), Hordeum vulgare L., Tayyar ve
arkadaslar1 (1998), Triticum aestivum L. ile yaptiklart ¢aligmalarda da 2N
HCI’i hidroliz i¢in kullanmislar ve kék uglarimi oda sicaklifinda 2 saat bu
cozeltide bekletmislerdir.

K&k uglarini, degisik siirelerde SN HCI kullanarak hidroliz yapan aragtimacilar
da mevcuttur (Gu et al., 1984; Greilhuber, 1988; Dopchiz et al., 1995; Venora
and Padulosi, 1997; Pedrosa et al., 1997).

Bitkilerde kromozomlarin boyanmasinda en¢ok Feulgen boyama yontemi
kullanilir. Degisik familyalara ait tiirlerde (Gostev ve Asker, 1979), Galantus
tirlerinde (Kamari, 1981), Sorghum tiirlerinde (Gu et al., 1984), Lathyrus
tirlerinde (Sahin, 1993), Astragalus tiirlerinde (Dopchiz et al., 1995) ve
Sternbergia tiirlerinde (Yiizbasioglu et al., 1997; Unal et al., 1997) materyaller
degisik siirelerde feulgen ile boyanmaya birakilmigtir.

Boyadan ¢ikarilan kdk uglar1 10-15 dakika kadar saf suda yikandiktan sonra,
% 45’lik asetik asit ile ezme preparatlar hazirlanmaktadir (Greilhuber and
Ebert, 1994; El¢i, 1994). Ancak feulgen ile yeterli boyama saglanamadigi
durumlarda ezme preparatlar % 1°’lik asetokarmin (Gu et al., 1984; Heering
and Hanson, 1993) ve % 1°lik laktopropiyonik orsein (Unal et al., 1995; Unal
et al., 1997; Yiizbasioglu et al., 1997) ile hazirlanmaktadir.

Feulgen boyamasindan bagka direkt % 2’lik asetoorsein ile boyamay: takiben

% 45°lik asetik asitte ezme preparatlar hazirlanmigtir (Hsiao et al., 1985).



10

Bairiganjan ve Patnaik (1989), % 2’lik asetoorseinde boyamadan sonra yine

bir damla % 2’lik asetoorsein i¢inde ezme preparatlar hazirlamstir.

Yalgin (1992), Glycine max L. ile yaptig1 ¢alismada % 4’liikk orseini boyama
maddesi olarak kullanmig ve kok uglarmi 1 hafia siireyle boyanmaya
birakmigtir. Burdan alinan kék uglarindan % 45°lik asetik asitle ezme
preparatlarlar hazirlamigtir. Aksoy ve arkadaslar1 da (1998), Hordeum vulgare
L. ile yaptiklar1 ¢aligmada ayn1 y6ntemi kullanmiglardir.

Greizerstein and Paggio (1994), yaptiklari karyotip ¢alismasinda boyama
maddesi olarak % 2’lik asetik hematoksilini kullanmislar ve Amaranthus

caudatus’da kiigiik bir B kromozomu gozlemislerdir.

Preparatlar hazirlandiktan sonra mikroskop altinda tarama yapilir ve uygun
hiicrelerin fotograflan g¢ekilir. Bu preparatlarin daha sonra da kullanabilmesi
i¢cin devamh hale getirilir. Bunun igin degisik yontemler vardir. Lam ve
lamelin birbirinden ayrilmadig1 alkol buhar1 degis-tokus yontemi (El¢i, 1966;
Unal, 1990; Yalgmn, 1992; Sahin, 1993) ya da cesitli yontemlerle ayrildig
metodlar kullamlir (Elgi, 1994).

Lam ile lamelin kuru CO,’te (Ozhatay, 1983; Loidl, 1985) veya siv1 azotta
dondurulduktan sonra ayrilmasi (Pedrosa et al., 1997; Yiizbasioglu et al.,
1997; Unal et al., 1997) metodu, digerlerine gére daha basit olup daha kisa

stirede devamli preparatlar hazirlanmaktadir.

Biitiin bu islemlerden sonra, preparatlardan elde edilen fotograflardan sayim
ve dl¢iim isleri yapilir. Elde edilen bilgilere dayanarak, her bir hiicrenin ve
sonunda her bir tiiriin kromozom sayis1 ve kromozom morfolojisi belirlenmis

olur. Biitiin bu bilgilere gore her bir tiiriin karyotipi ve idiogram1 hazirlanir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Bu aragtirmada kullamlan Ebenus taksonlarina ait ornekler Tiirkiye’ nin
degisik bolgelerinden toplanmugtir. Toplanan orneklerin Flora of Turkey
(Davis, 1970)’in IIL. cildine gére teshisleri yapilmigtir ve bu 6rnekler Gazi
herbaryumunda  saklanmaktadir. Karyolojik incelemeler, iginde
nemlendirilmig  filtre kafidi bulunan petri kaplarinda tohumlarn
¢imlendirilmesi ile elde edilen kok uglarinda uygulanmigtir. Tohumlan
kullanilan bitkilerin lokaliteleri Cizelge 2.1°de verilmigtir.

Cizelge 2.1. Karyolojik ¢aligmalarda kullanilan Ebenus tiirlerinin lokaliteleri.

Tiir Lokalite Toplayici, Numarasi Kromozom Sayist
ve Yili (2n)
E.plumosavar.  C3 Antalya: Korkuteli- Z. Aytag 7772(1997) 14
plumosa Elmals, 25.km, Begis-
Avdan kdyleri, 1500 m,
tarla kenarlar.,
E.plumosavar. C4 Karaman: Ermenek- Z. Aytag 7744(1997) 14
speciosa Mut yolu 1.km (Kuruseki
mevkii), 1300 m, Quercus
coccifera caliiklan.
E.macrophylla  B6 Sivas: Kangal- Z.Aytag 7469(1997) 14

Sincan, 58.km, 1280 m,

E.barbigera C2 Denizli: Mugla-Kale Z.Aytag 7385(1996) 14
24 km, 1150 m, Pinus
brutia ormany, kalkerli
arazi.
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2.1.1. Ebenus cinsinin genel dzellikleri

Cok yillik; tabanda odunsu; beyaz, basit, basik veya dagmnik yumusak tiiylii;
bazen uzun bazen de tabanda ¢ok kisa gévdeli. Yapraklar parcali, ya ii¢ foliat
yada imparipinnat, genelde 3-8 ¢ift, basit ve diiz kenarli yaprak¢ikli. Cicekler
uzun bir pedunkul {izerinde, bas veya basak seklinde, 20-100 ¢icekli. Kaliks
¢ansi-tiipsii ve 5 ince uzun tiylii digli. Korolla pembe veya sar1 bazen de hem
pembe hem de sar1; bayrak obovat-obkordat, omurga turunkat ve ugta obtus,
kanatlar en fazla bayragin 1/4’ii kadar uzunlukta. Stamen monodelphus.
Stilus ipliksi, geriye kivrik; Stigma kii¢iik. Meyva lomentum, kaliksin i¢inde
ve hafifce sigkin, tiiylii, diizgiin ve tek tohumlu (Tiirkiye’dekiler).

Cins iiyelerinin pedunkiillerinden alinan enine kesitlerde iistte ince bir kutikula
tabakasi, altinda epiderma, epidermanin iizerinde tiiyler, altinda
kollenkimadan olusan destek doku, onun altinda parankima hiicreleri ve igerde
de iletim demetleri bulunmaktadir. Oz, irili ufakh poligonal parankimatik
hiicrelerden olusmustur (Aytag, 1998).

Polen sekli prolat, tipi trikolpat, striiktiirii tektat ve ornemantasyonlari
retikulattir (Aytag, 1998).

Cins iiyelerinde kromozom sayis1 2n=14, 28 veya 56’dur.

Diinyada 20 tiirle temsil edilen cinsin, 14 tiirii iilkemizde bulunmaktadir

(Davis et al., 1988). Biitiin tiirlerin endemik olusu gen merkezinin de {ilkemiz

oldugunu gostermektedir.



13

2.1.2, Ebenus cinsinin tiir tayin anahtan

1. Petal pembe, omurga sakals: titylii ....................ccoeeeininnn. E. barbigera
1. Petal pembe, sar1 veya pembe ve sari, omurga tiiysiiz
2. Petal san veya san ve ugta pembe
3. Petal sar1 ama omurga sar1 ve ugta pembe; ¢igeklenme geng devrede ovat-
silindirik, olgunlukta tamamen silindirik........................ E. plumosa
3. Petaller tamamen sari; gigeklenme globoz
4. Bitki basik tiiylii; pedunkul gévdenin en az dért kati veya daha fazla;

bayrak omurgaya esit veya daha uzun............................. E. boissieri
4. Bitki dagmik tiiylii; pedunkul daha kisa; bayrak omurgadan kisa..........
........................................................................... E. hirsuta

2. Petaller tamamen pembe
5. Pedunkuller gévdeden uzun
6. Cigeklenme oblong-silindirik; yaprak boyu pedunkul boyuna esit

nzunlukta.........ooooiiiiii e, E. macrophylla
6. Cigeklenme globoz; yapraklar pedunkuldan kisa

7. D1g brakteler genisce ovat-orbikular, u¢ta mukronat.......... E. argentea

7. D1 brakteler lanseolat-ovat, ugta akiiminat..................... E. longipes

5. Pedunkuller govdeden kisa veya ona esit uzunlukta
8. Govde yapraklan 3 veya 5 adet (1-2 ¢ift)
9. Bitki uzun dagiik tiiylii; korolla 15-17 mm ................ E. deprassa
9. Bitki basik tiiylii; korolla en az 12 mm uzunlugunda
10. Yapraklar 3 yaprak¢ikh; standart omurgadan uzun; dig brakteler
linear-lanseolat, en fazla 2 mm eninde................... E. cappadocica
10. Yapraklar 3-5 yaprakgikh; standart omurga boyuna egit; dis brakteler
lanseolat-ovat, 5 mm kadar enine .......................cceelll E. bourgaei
8. Govde yapraklan 7-9 yaprakegikhi (3-4 ¢ift)
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11. Govde basik tiiylii; korolla 9-10 mm; dig brakteler linear-lanseolat, en

fazla 3 mm eninde ......coovoiienniiii e, E. reesei

11. Govde dagnik tiiylii; korolla 10-15 mm; dis brakteler ovat-orbikular,

en fazla 7 mm eninde

12. Bitki siiriiniicii; standart omurgayla esit veya daha uzun; meyvada

¢iceklenme ovat-silindirik .............................. E. haussknecthii
12. Bitki dik; standart omurgadan kisa veya ayn1 uzunlukta; meyvada
¢iceklenme hemisferikal
13. D1g brakteler orbikular (5-7 mm eninde); standart genelde
omurgadan kisa (Giineybat1 Anadolu) ....................... E. pisidica
13. D1s brakteler lanseolat (3-5 mm eninde); bayrak omurga ile aym
nzunlukta ... E. laguroides
Ebenus plumosa Boiss & Bal.

Tabanda odunsu, yan dik, govdeleri uzun dagmik tiylii 25-70 cm boyunda
bitkilerdir. Stipiil 10-20 mm. Yapraklar 4-7 ¢ift yaprakeikly; yaprakgiklar
linear-lanseolat, lanseolat, 10-40x3-7 mm. Cigekler uzun pedunkul (10-20
cm) izerinde spika durumunda; spikalar ovat-silindirik, 5-12x3-4 cm. Dig
brakteler oblong, oblong-lanseolat, 8-10 mm boyunda, akiiminat. Kaliks 15-18
mm, bazen korolladan uzun; korolla 13-15 cm. Petaller tilysiiz, san, omurga
ucta pembe benekli. Ovaryum tiiylii. Meyva kaliksin i¢inde 4-6 mm. Tohum
oblong-globoz, 3-4x2-3 mm, parlak sari, yiizeyi diiz. Polen gekli prolat, tipi
trikolpat, striiktiirii tektat ve ornemantasyonlan retikiilattir.

1. Bitki 20-25 c¢m; stipul 10-15 mm; yapraklar genelde 5 ¢ift yaprakeikls;
brakte 8-10mm ........ccoeiiiiiiiiii e var. plumosa
1. Bitki 40-60 cm; stipul 15-20 mm; yapraklar genelde 4-7 ¢ift yaprakeikl;

brakte 10-16 mm ...........ocoviiiiiiiiiiiiie e var. speciosa
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var. plumosa;

Ciceklenme; 6. ve 7. aylar.
Yetistigi ortamlar; kiregli topraklar, tarla kenarlarni ve step, 1000-1500 m
(Sekil 2.1).

var. speciosa Hub.-Mor.;

Ciceklenme; 6. ve 7. aylar.
Yetistigi ortamlar; Quercus coccifera ¢aliliklar1 ve kayalik yamaglar, 1300 m
(Sekil 2.2).

Ebenus macrophylla Jaub. & Spach

Tabanda odunsu, dik, govdeleri kir¢il basik tiiyli 15-40 c¢cm boyunda
bitkilerdir.  Stipul 13-20 mm.  Yapraklar 3-5(1-2) ¢ift yaprake¢ikly;
yaprak¢iklar lanseolat, 25-50x6-10 mm. Cigekler uzun pedunkul (10-30 cm)
iizerinde spika durumunda; spikalar oblong-silindirik, 6x3-4 cm. Dis brakteler
oblong, 10-15 mm boyunda, kuspitat-akiiminat. Kaliks 16-20 mm, bazen
korolladan uzun; korolla 13-19 mm. Petaller tiiysiiz, pembe. Ovaryum tiiylii.
Meyve kaliksin i¢inde. Tohum oblong-globoz, 3-5%2-3 mm, parlak sari,
ylizeyi diiz. Polen gekli prolat, tipi trikolpat, striiktiiri tektat ve
ornemantasyonlar retikulattir.

Ciceklenme; 6. ve 7. aylar.

Yetistigi ortamlar; jipsli topraklar, step, 1000-1350 m (Sekil 2.3).
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Ebenus barbigera Boiss.

Tabanda odunsu, siiriiniicii, gbvdeleri kirgil, basik ve yar1 basik tiiylii 10-30
cm boyunda bitkilerdir. Onceki yillara ait stipullar kalici, 5-10 mm, tabanda
internodlardan uzun. Yapraklar 3-4 (1-2) ¢ift yaprakeikli; yaprakgiklar
lanseolat, linear-lanseolat, kuspidat-akiiminat, 5-15x2-6 mm. Ciceklenme
uzun pedunkul (4-10 cm) iizerinde ovat-oblong, 2.5-6x2-6.5 cm. Dag brakteler
ovat-lanseolat, 7-10 mm, kiispidat. Kaliks 12-15 mm boyunda, korolladan
uzun; kaliks disleri hemen hemen esit. Korolla 7-12 mm; petaller tiiysiiz,
pembe. Ovaryum tiiylii. Meyve 3x5 mm, kaliksin iginde tohum oblong-
globoz, 3-4x2 mm, parlak sar, ylizeyi boyuna yarikli, sirtta retikulat. Polen
sekli prolat, tipi trikolpat, striiktiirii tektat ve ornemantasyonlar: retikulattir.
Cigeklenme; 6. ve 7. aylardadir.

Yetistigi ortamlar; orman agiklig1 ve kalkerli yamaglardir, 1000-1350 m (Sekil
2.4).



Sekil:2.1. E. plumosa var. plumosa



Sekil:2.2. E. plumosa var. speciosa



Sekil:2.3. E. macrophylla



Sekil:2.4. E. barbigera
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2.2. Metod

2.2.1. Feulgen boyamasi

Karyotip analizlerinde kullanilacak somatik hiicrelerin elde edilmesi igin

asagidaki metod uygulanmustir.

Kok uglar 6:30-7:00 ve 12:00-14:00 saatleri arasinda alinarak ilk iglem i¢in
0.002 M 8-hidroksikinolin ¢ozeltisinde oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir.
8-hidroksikinolin ¢ozeltisinden gikarilan kok uglari absolu alkol: glasial asetik
asit (3:1) kangiminda bir gece buzdolabinda bekletilerek tespit islemi
yapumustir. Tespit isleminden sonra hemen kullanilmayacak kokler % 70°lik
alkolde iki kez yikanarak yine % 70’lik alkol i¢inde buzdolabinda +4 °C’de
depolanmigtir. Kok uglar hidroliz edilmeden dnce oda sicakliginda her biri 5
dakika olmak iizere ti¢ kez damitik su ile yikanmistir. Yikanan kokler 2N
HCI’de oda sicakliginda 2 saat hidroliz edilmis ve Feulgende oda sicakliginda
6-7 saat boyanmistir. 10-15 dakika damitik suda bekletilen koklerin 2 mm
kadar uzunluktaki koyu viyole boyanan u¢ kisimlarindan % 45°lik asetik asit
ile ezme preparatlar hazirlanmistir. Iyi boyanmamis kok uglarinda ise

preparatlar % 1°lik laktopropiyonik orseinde hazirlanmustir.

2.2.2. Karyotip analizleri ve kromozomlarin detayh olarak incelenmesi
2.2.2.1. Kromozom boylarinin él¢iilmesi

Kromozom olgiimleri ve karyotip analizlerinin yapiminda devamli preparatlar
kullanilmigtir. Preparatlar alkol buhari degis-tokus yontemi kullanilarak

devamli hale getirilmislerdir. Bu yontemde, igi ve kapag: kurutma kagidi ile

kaplanmig boyama kabinin i¢ine 0.5-1 cm kadar absolii alkol konur. Bu arada
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kurutma kagitlar1 da alkol ile nemlendirilir. Preparatlar yerlestirildikten sonra
kabin agzina vazelin siiriilip kapatilir. Bir gece buzdolabinda bekletilen
preparatlar, her iki tarafi kurutma kagidi ile kaplanmis olan petri kabi i¢ine
alinir. Petri kabi igindeki kagitlar da alkol ile nemlendirilmis ve i¢ine g¢ok az
alkol konulmustur. Preparatin devamli olabilmesi i¢in lamelin kargilikli her
iki tarafina birer damla entellan damlatip, ince bir gubuk yardimiyla lamel
boyunca yayip kapagi kapatilmustir. 4-5 giin oda sicakliginda kurumaya
birakilan preparatlar artik devamli preparatlardir ve yillarca kullanilabilir. Bu
preparatlarda kromozomlar1 metafaz sathasinda bulunan, iyi bir sekilde
dagilmis, fazla biiziilmemis, bir diizlem iizerinde bulunan ve morfolojileri
belirgin olan en iyi hiicreler se¢ilmistir. Bu hiicrelerin fotograflari SOIF XSZ-
H mikroskopta, PEARL RIVER S-207 kamera ile 24x36 mm 25 ASA’lik
AGFA filmler iizerine c¢ekilmistir. Bu negatifler Meopta-Magnifax 4
agrandizor ile Ilford RC 5 kartlarina basilmistir. Kromozomlarin mikroskopta
fotograflart gekilirken gergek bilylitmenin derecesini belirlemek i¢in bir
objektif mikrometrenin de fotografi ¢ekilerek ayni agrandizérde basilmig ve 1
mikronun ne kadar biiyiitiildiigii belirlenmistir. ~ Fotograflarda goriinen
kromozomlarin uzun ve kisa kol boylari ve satellitleri kumpas ile mm
cinsinden Ol¢iilmiigtiir. Bu olgiimler objektif mikrometre ile oranlanarak
mikron cinsinden hesaplanmistir.  Sentromer ve ikincil bogumlardaki
boyanmayan kisimlar él¢timlere dahil edilmemistir. Yapilan 6l¢iimler i¢in her

taksonda farkli tohumlardan elde edilen en az 5 hiicre kullanilmustir.

2.2.2.2. Kromozomlar nisbi boylarinin hesaplanmasi

Hiicre iginde yer alan kromozomlarin boylarini birbiri ile ve diger hiicrelerle

karsilastirmak i¢in kromozomlarin nisbi boylar: kullaniimigtir.

Nisbi boylarin hesaplanmasinda ;



Kromozom Boyu
Kromozomun Nisbi Boyu = x 100
Hiicredeki Kromozomlarin Toplam Boyu

formiilii kullanilmistir (Elgi, 1982).

2.2.2.3. Kromozom kollarmin orani

Kol oranlari (r), uzun kol boyunun kisa kol boyuna béliinmesiyle hesaplanmig
ve buna goére sentromerlerin yeri belirlenmistir. Satellit bulunan
kromozomlarda satellit boyu kol boyuna ilave edilmistir. Sentromerlerin
yerine gore kromozomlarinin adlandirilmas: Cizelge 2.2°ye gére yapilmigtir

(Levan et al., 1964).

Cizelge 2.2. Kromozomlarin Adlandirilmasinda Sentromerlerin Kullanilis:

Sentromerin Yeri Kol Orani (r) Kromozom Sembolii Kromozom Adi

Median Bolgeli m metasentrik
Submedian 5 sm submetasentrik
Subterminal =+ st subtelosentrik
Terminal Bolgeli o t akrosentrik

Kromozomlarin toplam boyu, nisbi boyu ve kol oranlar1 bir hiicredeki
homolog kromozomlarin belirlenmesinde kullamlmistir.  Bu  degerler
bakimindan birbirinin ayni1 veya en yakin olan kromozomlar birbirinin

homologu olarak degerlendirilmistir.



2.2.2.4. Toplam haploid kromozom uzunlugunun ( HKU) hesaplanmasi

Hiicredeki homolog kromozomlarin belirlenmesinden sonra haploid setteki
kromozomlarin toplam boyu uzun kol + kisa kol + satellit (varsa) olarak

hesaplanmustir.

2.2.2.5. Karyogramlarin ve idiogramlarin hazirlanmasi

Her bir taksonun karyogrami hazirlanirken, fotograflari ¢ekilmis en iyi
metefaz safhasindaki kromozomlar tek tek kesilerek homologlar halinde

bityiikten kii¢iige dogru siralanmistir.

Idiogramlar hazirlanirken, haploid setteki kromozomlar biiyiikten kiigiige

dogru ¢izilmistir. Biiylitme oranlar1 idiogramlarla birlikte verilmistir.



3. BULGULAR

Ebenus’un dort ayn taksonunda Feulgen boyamasi sonucunda elde edilen

mitotik kromozomlarn 6zellikleri ayrintili olarak agagida verilmisgtir.

3.1. Ebenus plumosa Boiss & Bal. var. plumosa

E. plumosa var. plumosa’da yapilan sitolojik incelemeler sonucunda somatik
kromozom sayisinin 2n=2x=14 oldugu gozlenmistir (Sekil 3.1.a). Kromozom
boylani 4.30 - 2.67 pm arasindadir. Haploid kromozom uzunlugu 24.44
pm’dir (Tablo 3.1). Tiiriin karyogrami Sekil 3.2.a°da, idiogram: Sekil 3.3.a’da
gosterilmistir. Kromozomlarin detayh 6zellikleri asagida agiklanmgtir.

Kromozom 1: En uzun kromozom olup, boyu 4.30 pm’dir. Nisbi boyu
17.59°dur. Kol orami 1.24 olup metasentriktir.

Kromozom 2: Boyu 3.74 pm’dir. Nisbi boyu 15.30’dur. Kol oram1 1.74 olup
submetasentriktir.

Kromozom 3: Boyu 3.67 pm olan kromozomun nisbi boyu 15.02°dir. Kol

orami 1.31 ve metasentriktir.

Kromozom 4: Boyu 3.64 pm’dir. 2.11 pm biiyiikliigindeki uzun kolun  1.34
pm’sini  satellit olusturmaktadir ve sentromer tarafindaki
pargasindan daha uzundur. Nisbi boyu 14.89 olan kromozomun
kol oram 1.38’dir. Metasentrik bir kromozomdur.
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Kromozom 5: Boyu 3.45 pm olan kromozomun nisbi boyu 14.12°dir. Kol

oranmi 1.24 ve metasentriktir.

Kromozom 6: Kol oram 1.17 olan metasentrik kromozomun boyu 2.97 pm’dir.
Nisbi boyu 12.15’dir.

Kromozom 7: En kiigiik kromozom olup boyu 2.67 pm’dir. Kol oram 1.21
olup metasentriktir. Nisbi boyu ise 10.92’dir.

3.2. Ebenus plumosa var. speciosa Hub.-Mor.

E. plumosa var. speciosa’da yapilan sitolojik ¢aligmalar sonucunda somatik
kromozom sayisinin 2n=2x=14 oldugu belirlenmistir ($ekil 3.1.b). Kromozom
boylan 4.91 - 3.09 pm arasindadir. Haploid kromozom uzunlufu 27.87
pm’dir (Tablo 3.2). Ancak, 6. Kromozomun homologlarindan bir tanesinin
kisa kolu iizerinde 2.44 pm Dbilyiikliginde bir kromozom pargast
bulunmaktadir. Bu kromozom pargasi, ait oldufu kromozom boyunun
hesaplanmasinda, kol orami ve nisbi boyun hesaplanmasinda kullamlmadig
gibi, haploid kromozom uzunluguna da dahil edilmemistir. Sadece haploid
kromozom uzunlugu verilirken arti olarak belirtilmistir. Tiiriin karyogrami
Sekil 3.2.b’de, idiogramu Sekil 3.3.b’de gosterilmistir. Kromozomlarin detayh
ozellikleri asagida agiklanmgtir.

Kromozom 1: En uzun kromozom olup, boyu 4.91 pm’dir. Nisbi boyu
17.62’dir. Kol orami 1.42 olup metasentriktir.

Kromozom 2: Boyu 4.23 pm’dir. Nisbi boyu 15.17°dir. Kol oram 1.26 olup
metasentriktir.
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Kromozom 3: Kol oran1 1.75 olan submetasentrik kromozomun boyu 4.21 pm,
nisbi boyu 15.11°dir.

Kromozom 4: Boyu 4.15 pm’dir. 1.96 pm biiyiikliigiindeki kisa kolun ~ 1.02
pm’sini  satellit olugturmaktadir ve sentromer tarafindaki
pargasindan daha uzundur. Nisbi boyu 14.89 olan kromozomun

kol oram1 1.12°dir. Metasentrik bir kromozomdur.

Kromozom 5: Boyu 3.85 pm olan kromozomun nisbi boyu 13.81’dir. Kol

orani 1.14 ve metasentriktir.

Kromozom 6: Kol oram 1.54 olan metasentrik kromozomun nisbi boyu
12.31°dir. Boyu 3.43 pm’dir. Bunun 2.08 pm’sini uzun kol,
1.35 pm’sini de kisa kol olugturmaktadir. Ancak, kromozomun
homologlarindan bir tanesinin kisa kolu iizerinde 2.44 pm

biiyiikligiinde ilave bir kromozom pargast bulunmaktadir.

Kromozom 7: En kiigiik kromozom olup boyu 3.09 pm’dir. Kol oran1 1.29
olup metasentriktir. Nisbi boyu ise 11.09’dir.



Sekil 3.1. Ebenus tiirlerinin mitotik metafaz kromozomlar1 (Bar: 10 jim)
a. E. plumosa var. plumosa

b. E. plumosa var. speciosa

28
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Sekil:3.2. Ebenus tiirlerinin karyogrami (Bar: 10 1m)
a. E. plumosa var. plumosa

b. E. plumosa var. speciosa
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Sekil:3.3. Ebenus tiirlerinin idiogrami
a. E. plumosa var. plumosa

b. E. plumosa var. speciosa
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3.3. Ebenus macrophylla Jaub. & Spach

E. macrophylla’da yapilan sitolojik ¢aligmalar sonucunda somatik kromozom
say1sl 2n=2x=14 olarak belirlenmigtir (Sekil 3.4.a). Kromozom boylar1 4.22 -
2.15 pm arasindadir. Haploid kromozom uzunlugu 21.93 pm’dir (Tablo 3.3).
Tiirin  karyogramu Sekil 3.5.a’da, idiogramu Sekil 3.6.a’da gosterilmigtir.
Kromozomlarm detayl1 6zellikleri agsagida agiklanmugtir.

Kromozom 1: En uzun kromozom olup, boyu 4.22 pm’dir. Nisbi boyu
19.24°diir. Kol oran1 1.50 olup metasentriktir.

Kromozom 2: Boyu 3.51 pm’dir. Nisbi boyu 16.01°dir. Kol oram 1.22 olup
metasentriktir.

Kromozom 3: Boyu 3.41 pm olan kromozomun nisbi boyu 15.55’dir. Kol
oram 1.10 ve metasentriktir.

Kromozom 4: Boyu 3.16 pm’dir. 1.76 um biiyiikligindeki uzun kolun 0.94
pm’sini  satellit olusturmaktadir ve sentromer tarafindaki

pargasindan daha uzundur. Nisbi boyu 14.41 olan kromozomun
kol orami 1.26°dir. Metasentrik bir kromozomdur.

Kromozom 5: Boyu 2.92 pm olan kromozomun nisbi boyu 13.32°dir. Kol
oram 1.25 ve metasentriktir.

Kromozom 6: Kol oram 1.44 olan metasentrik kromozomun boyu 2.56 pum’dir.
Nisbi boyu 11.67°dir.
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Kromozom 7: En kiigiikk kromozom olup boyu 2.15 um’du Kol oran1 1.47
olup metasentriktir. Nisbi boyu ise 9.80°dir.

3.4. Ebenus barbigera Boiss.

E. barbigera’da yapilan sitolojik ¢ahigmalar sonucunda somatik kromozom
sayis1 2n=2x=14 olarak gézlenmistir (Sekil 3.4.b). Kromozom boylan 2.78 -
1.58 pm arasmdadir. Haploid kromozom uzunlugu 15.34 pm’dir (Tablo 3.4).
Tiiriin karyogrami Sekil 3.5.b’de, idiogramu Sekil 3.6.b’de gosterilmigtir.
Kromozomlarin detayh 6zellikleri agagida agiklanmagtur.

Kromozom 1: En uzun kromozom olup, boyu 2.78 pm’dir. Nisbi boyu
18.12°dir. Kol oram 1.12 olup metasentriktir.

Kromozom 2: Boyu 2.63 pm’dir. Nisbi boyu 17.14°diir. Kol oram 1.23 olup
metasentriktir,

Kromozom 3: Boyu 2.37 pym’dir. 1.22 pm biyiikligindeki uzun kolun 0.68
pm’sini  satellit olusturmaktadir ve sentromer tarafindaki

pargasindan daha uzundur. Nisbi boyu 15.45 olan kromozomun
kol oram 1.06’dir. Metasentriktir bir kromozomdur.

Kromozom 4: Boyu 2.19 pm olan kromozomun nisbi boyu 14.27°dir. Kol
oram 1.21 ve metasentriktir.

Kromozom 5: Boyu 1.97 um, kol oram 1.35 ve metasentrik olan kromozomun
nisbi boyu 12.84diir.
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Kromozom 6: Kol oram1 1.19 olan metasentrik kromozomun boyu 1.82 pm’dir.
Nisbi boyu 11.86°dur.

Kromozom 7: En kii¢iik kromozom olup boyu 1.58 pm’dir. Kol oram 1.07
olup metasentriktir. Nisbi boyu ise 10.30’dur.



Sekil:3.4. Ebenus tiirlerinin mitotik metafaz kromozomlan (Bar: 10 pm)
a. E. macrophylla
b. E. barbigera

36
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Sekil:3.5. Ebenus tiirlerinin karyogrami (Bar: 10 nm)
a. E. macrophylla
b. E. barbigera



Sekil:3.6. Ebenus tiirlerinin idiogram1

a. E. macrophylla
b. E. barbigera
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu arastirmada Ebenus (Fabaceae) cinsinin Tiirkiye temsilcilerinden ve hepsi
endemik olan E. plumosa var. plumosa, E. plumosa var. speciosa, E.
macrophylla ve E. barbigera’nin kromozom sayilar1 ve kromozom
morfolojileri ilk kez belirlenmigtir. Bu taksonlardan E. barbigera’da sadece,
kromozom sayisinin 2n=14 oldugu Tiirkiye Florasmin 10. cildinde verilmistir
(Davis et al., 1988). Karyotip olarak adlandirilan, bir taksonun
kromozomlarinin say1, sekil ve biiyiikliiklerinin belirlenmesi hem bir bireyin
kendi genomu i¢indeki kromozomlar1 birbiriyle ve diger bireyler ile, hem de
farkli tlirlerin veya taksonlarin kromozomlarm: karsilagtirma imkani
vermektedir. Boylece bireyler ve taksonlar arasindaki kromozom farkliliklan

ve benzerlikleri belirtilerek akrabalik iligkileri de tespit edilebilmektedir.

4.1. Mitotik Kromozomlarin Gézlemi ve Analizi

Kromozomlarin yapisal 6zelliklerini biitiin incelikleri ile gorebilmek igin
somatik kromozomlarda gézlemler yapmak gerekir. Somatik kromozomlarin
morfolojik yapilarini mitoz boliinmenin metafazinda incelemek en dogru
yoldur. Bazi durumlarda 6rnegin, anafaz baslangicinda da kromozomlarin
yapisal ozellikleri hakkinda bilgiler elde edilebilir. Bununla birlikte, somatik
bir hiicrenin béliinmesi sirasinda mitozun tam metafazinda yapilan gézlemler
kromozomlarin morfolojik  6zelliklerini  belirlemek, onlar arasinda

karsilastirmalar yapmak bakimindan en elverisli sonuglan verir.

Ebenus tiirlerinin mitotik metafaz kromozomlarinin sayis: ve morfolojilerinin

belirlenebilmesi amactyla Tiirkiye’de yapilan ilk aragtrmada Unal

(yayinlanmamus), ilk islem i¢in o-monobromonaftalin ¢ozeltisini 16-18 saat
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stireyle kullanarak E. argentea, E. longipes, E. laguroides ve E. depressa’da

basaril1 sonuglar verdigini gézlemistir.

Bu ¢aligmada, ilk islem amaciyla 8-hidroksikinolin kullanilmistir. Kok uglan
bu ¢ozeltide oda sicaklifinda 2 saat bekletilerek en yiiksek degerde metafaz

hiicresi elde edilmistir.

Materyalin tespit edile bilmesi igin, absolii alkol:glasiyal asetik asit (3:1)
cozeltisi kullanilan bu ¢aligmada, kk uglar1 buzdolabinda 1 gece bekletilerek
hazirlanan preparatlarda, karyotip yapimina uygun hiicrelerin oldugu
belirlenmigtir. Unal (yaymlanmamis) da Ebenus tiirlerinde tespit islemi igin

ayn ¢ozeltiyi kullanmagtir.

Ebenus tiirlerinde; Unal (yaymnlanmamis) tarafindan 4 tiirde yapilan
sitogenetik calismalarda kék uglar1 IN HCI’de 60°C’de 10-11 dakika hidroliz
edilirken, bu ¢aligmada 2N HCl’de oda sicakliginda 2 saat hidroliz
edilmiglerdir. Her iki ¢alismada da kromozomlarin gozlemi ve detayli

analizleri yapilmistir.

Unal (yaymnlanmamis) Ebenus kromozomlarinmn boyanmasinda yaptig
calismada da Feulgeni kullanmig ve oda sicakhiginda kok uglarimi 1-2 saat
boyamugtir. Koklerin 1.5-2 mm’lik u¢ kisimlarindan % 45’ilk asetik asit ile,
daha az boyanmis olan uglardan ise % 1’lik laktopropiyonik orsein ile ezme
preparatlar hazirlamistir. Bu galigma sonucunda, E. argentea, E. longipes ve
E. laguroides’in kromozom sayilar1 hepsinde 2n=14 bulunurken, E.

depressa’nin kromozom sayis1 2n=14, 28, 56 olarak belirlenmistir.

Bu ¢aligmada da boyama y6ntemi olarak Feulgen kullanilmigtir. Kok

uclarinin Feulgen i¢inde 1 - 2 saat bekletilerek boyanmas: iyi sonuglar
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vermemistir. En iyi sonuglar kok u¢larimin oda sicakhifinda 6-7 saat
boyanmaya birakilmas: ile elde edilmigtir. Iyi boyanmis kék uglarindan %
45°lik asetik asit ile, yeterli boyanmayan kok uglarindan ise % 1’lik

laktopropiyonik orsein kullanilarak ezme preparatlar hazirlanmigtir.

Ebenus preparatlarinin devamli duruma getirilmesinde, bu ¢alismada alkol
buhan degis-tokusu yontemi kullanilirken, Unal (yaymlanmamis), Ebenus
preparatlarini devamli duruma getirmek igin, lam-lameli sivi azotta ayirma

teknigini kullanmugtir.
4.2. Ebenus Tiirlerinin Karyotiplerinin Karsilagtirilmasi

Yapilan literatiir aragtumalarinda, bugiine kadar Ebenus’larla ilgili detayl:
karyotipik incelemelerin yapildigi bir g¢aligmaya rastlanmamistir. Tiirkiye
Florasinin 10. cildinde sadece E. reesei, E. barbigera, E. boissieri ve E.
bourgaei’de kromozom sayilar1 2n=14 olarak verilmistir (Davis et al., 1988).
Unal tarafindan yapilan ancak heniiz yayinlanmamis olan arastirmada E.
argentea, E. longipes, E. laguroides ve E. depressa tlirlerinin kromozom
sayilar1 tespit edilmigtir. Kromozom sayilari, E. argentea, E. longipes ve E.
laguroides’de 2n=14 olurken, E. depressa’da 2n=14, 2n=28 ve 2n=56 oldugu
belirlenmistir. Ayrica Unal, yaptigi detayli kromozom analizlerinde E.
argentea ve E. longipes’in haploid kromozom uzunlugunu sirasiyla 16.94 pm
ve 20.20 pm olarak belirlemigtir. E. argentea’da en biiyiik kromozom 3.02
um, en kiigtik kromozom ise 1.89 pm’dir. E. longipes’de en biiyiik kromozom
3.56 pm, en kiigiilk kromozom 2.23 pm’dir. Her iki tiirde de satellitlerin 5.
kromozomun uzun kolu iizerinde oldugu ve sentromere yakin olan tarafindan
daha biiyiik oldugu gézlenmistir.

Bu ¢alismada da incelenen biitiin taksonlarin diploid ve kromozom sayilarinin

2n=14 oldugu gozlenmistirr = Temel kromozom sayis1 x=7°dir. E.



macrophylla’nin haploid kromozom uzunlugu 21.93 pm, E. barbigera’nin
haploid kromozom uzunlugu 15.34 pm’dir. E. macrophylla’da en biiylik
kromozom 4.22 um, en kiigiik kromozom ise 2.15 pm’dir. E. barbigera’da
ise, en biiyiik kromozom 2.78 pum, en kiigiik kromozom 1.58 ym’dir. Her iki
tirde de biitin kromozomlar metasentriktirler. E. macrophylla’da 4.
kromozomun 1.76 pm’lik uzun kolunun 0.94 pm’sini satellit olusturmakta ve
kolun sentromere yakin olan tarafindan daha uzundur. E. barbigera ise,
satellit 3. kromozom {izerinde ve 1.22 pm’lik uzun kolun 0.68 pm’sini
olusturmaktadir. Bu tiirde de satellit, kolun sentromere yakin olan tarafindan

daha uzundur.

E. plumosa var. plumosa’da haploid kromozom uzunlugu 24.44 pm, E.
plumosa var. speciosa’da 27.87 ym’dir. E. plumosa var. plumosa’nin 2.
kromozomu submetasentrik iken, E. plumosa var. speciosa’nin 3. kromozom
submetasentriktir. Digerleri her iki tiirde de metasentriktir. E. plumosa var.
plumosa’da en biiyilkk kromozom 4.30 pum, en kiigiik kromozom ise 2.67
nm’dir. E. plumosa var. speciosa’da en biiyiik kromozom 4.91 pm, en kiigiik
kromozom 3.09 pm’dir. Her iki tiiriin 4. kromozomunda satellit
bulunmaktadir. Ancak, satellitler E. plumosa var. plumosa’da uzun kol
iizerinde iken, E. plumosa var. speciosa’da kisa kol iizerindedir. Yine her iki
tirde de satellitler, ait oldugu kolun sentromere yakin olan tarafindan daha
uzundur. E. plumosa var. plumosa’da 2.11 pm’lik uzun kolunun 1.34 pm’sini,
E. plumosa var. speciosa’da ise 1.96 pm’lik kisa kolunun 1.02 pm’sini satellit

olusturmaktadir.

E. plumosa var. speciosa’da, gerek Unal’m inceledigi tiirlerden, gerekse bu
caligmadaki incelenen diger tiirlerden farkli olarak bir mutasyona

rastlanmaktadir. Bu tiirlin 6. kromozomunun homologlarindan bir tanesinin
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kisa kolu tizerinde 2.44 um’lik ek bir kromozom pargasi bulunmaktadir. Oyle
ki bu par¢a, ait oldugu kromozomun uzun kolundan daha uzun ve kendi

genomu i¢inde sadece 1. ve 2. kromozomun uzun kollarindan kisadir.

Bu par¢a, homolog olmayan kromozomlar arasinda kurulan yalanci kiazma
sonucunda translokasyona (Transpozisyon-Shifts) ugramig bir kromozom
pargast olabilecegi gibi diisliniilmektedir. Bunun, homologu oldugu diger
kromozomun kolundan bir delesyon olamiyacagi, ¢iinkii bu parganin, 6.

kromozomun uzun kolundan bile daha biiyiik oldugu gériilmektedir.

Jamilena ve arkadaglar1 da (1990), Allium tiirlerinde yaptiklar1 karyotip
analizlerinde, Allium subvillosum’un 13. kromozomunun kisa kolu iizerinde
kiiciik bir ilave kromozom pargasinin bulundugunu tespit etmislerdir.
Aragtirmacilar bu durumun, ilave kromozom parcasinin kii¢iik olmasindan
dolayi, homolog olan diger kromozomda meydana gelmis bir delesyondan

kaynaklandigini belirtmektedirler.

Bu ¢aligmada gozlenen kromozom pargasinin, taksonun kendi genomundan mi1
yoksa bagka bir taksonun genomundan mu geldigini belirleyebilmek igin C- ve

Q- band: gibi baz1 band metodlarinin uygulanmasi yararl olacaktir.
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