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Birgok kiiltiir ve siis bitkisi igeren Allium'un karyotipleri cins olarak nisbeten diisiik
diizeyde incelenmistir. Cinsin karyotip yapisi hakkindaki bilgilerimizi artirmak icin
rRNA genlerinin kromozomal organizasyonu ve CMA/DAPI bantlar1 incelenmistir.
Floresan in situ hibridizasyonda 5S ve 35S rDNA problari ile bantlama yontemleri
(glimiis boyama ve CMA3 / DAPI boyama) kullanilarak ti¢ Allium L. kiltiir tiiriiniin
karyotip analizi yapilmistir. Analiz edilen Allium tiirleri, ti¢ farkli temel kromozom
sayist (x = 7, 8, 9) ve ii¢ farkli ploidi seviyesi (diploid, triploid ve tetraploid)
gostermistir. Calismamizda, rDNA bdlgelerinin kromozomal organizasyonu, bu {i¢ tiir
icin (A. oreophilum, A. sphaerocephalon, A. porrum) ilk kez rapor edilmistir. Analiz
edilen Allium tiirleri igerisinde rDNA bolgelerinin sayisi ve lokalizasyonu bakimindan
yiiksek diizeyde polimofizm goézlenmistir. 35S rDNA bolgelerinin floresan in situ
hibridizasyon desenleri diploid tiirlerin 5S rDNA'larina goére daha polimorfik oldugu
tespit edilmistir. Benzer kromozomlara sahip birkag grup poliploit tiirler igerisinde
rDNA’ya sahip kromozomlar arasindan ayirt edilmistir. Her bir grup otopoliploid
durumlariin kokeni oldugu diisiiniilen A. sphaerocephalon L tiiriinde oldugu gibi iig
kromozom veya A. porrum L’de oldugu gibi dort kromozoma sahiptir. Analiz edilen
tiirlerin genomlarinda, sadece bazi 35S rDNA bolgelerinin transkripsiyonel olarak aktif
oldugu gozlenmistir. Florokrom bantlama, CMAS3+ bantlarinin analiz edilen tim
tiirlerde 35S rDNA bdlgeleri ile iliskili oldugunu gostermistir. rDNA dizileri, niikleolar
diizenleyici bolgeler (NOR'lar) ve CMA / DAPI bantlari, analiz edilen Allium tiirleri
icerisinde iki ile bes ¢ift homolog kromozomlarin ayirt edilmesine miisaade eden ¢ok iyi
kromozom isaretgileri oldugu teyit edilmistir. rDNA, NOR bdélgelerinin pozisyonlari ve
CMA / DAPI bantlariin sayilar1 kullanilarak elde edilen karyotioler ¢alismamizda
inceledigimiz tiirlerinin birbirlerinden kolaylik ile ayirt etmisler taksonlar arasinda
yiiksek farkliliklar ortaya koymuslardir.

2019, 80 sayfa

Anahtar Sozciikler: rDNA, Allium, Kromozom, FISH, CMA3 / DAPI bantlamasi,
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The karyotypes of Allium, a genus that comprises many crops and ornamental plants,
are relatively poorly studied. To extend our knowledge on karyotype structure of the
genus, the chromosomal organization of rRNA genes and CMA/DAPI bands was
studied. Fluorescence in situ hybridization using 5S and 35S rDNA probes and banding
methods (silver staining and CMAZ3/DAPI staining) were used to analyze the karyotypes
of three cultivated Allium L. species. Analyzed Allium taxa revealed three different
basic chromosome numbers (x = 7, 8, 9) and three different ploidy levels (diploid,
triploid, and tetraploid). The rDNA sites chromosomal organization is reported the first
time for the three species (A. oreophilum, A. sphaerocephalon, A. porrum). The Allium
species that were analyzed showed a high level of interspecies polymorphism in the
number and localization of the rDNA sites. The fluorescence in situ hybridization
patterns of 35S rDNA sites were more polymorphic than those of the 5S rDNA in the
diploid species. Several groups of similar chromosomes could be distinguished among
the chromosomes that had rDNA sites in the polyploid species. Each of the groups had
three chromosomes (triploid A. sphaerocephalon L.) or four chromosomes (tetraploid
A. porrum L.) suggesting their autopolyploid origin. In the genomes of analyzed
species, only some of the 35S rDNA sites were transcriptionally active. Fluorochrome
banding revealed that the CMA3 + bands were associated with the 35S rDNA sites in all
of the species that were analyzed. The rDNA sequences, nucleolar organizer regions
(NORs), and CMA/DAPI bands are very good chromosome markers that allowed to
distinguished from two to five pairs of homologous chromosomes in analyzed Allium
species. The karyotypes of the studied species could be clearly distinguished by the
number and position of the rDNA sites, NORs, and CMA/DAPI bands, which revealed
high interspecific differentiation among the taxa.

2019, 80 pages

Keywords: rDNA, Allium, Chromosomes, FISH, CMA3/DAPI banding, NOR



TESEKKUR

Bu c¢aligmanin gergeklestirilmesinde, bes yil boyunca degerli bilgilerini bizlerle
paylasan, kullandigi her kelimenin hayatima kattig1 0nemini asla unutmayacagim
saygideger danisman hocam; Saymn Prof. Dr. Kamil HALILOGLU’na, ¢alismam
boyunca benden bir an olsun yardimlarini esirgemeyen hocalarim Bozena Kolano ve
Robert Hasterok Polonya, silesia tiniversitesinde ve ¢alisma siiresince tiim zorluklari
benimle gogiisleyen ve hayatimin her evresinde bana destek olanlar degerli aileme

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

OZET oA i
ABSTRACT ...ttt sttt st et e e e e be et et e s e e be st et e neeteneenennenes i
TESEKKUR .....coviviviiiteteeesetee ettt ettt ettt et ettt ettt sttt sttt sttt sttt nt sttt s s snsasans iii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT .....cooiiiiiiniecscseesee e, vii
SEKILLER DIZINI.....coooiiieieiiicecee ettt viii
CIZELGELER DIZINI ...ooviviiiiieeecceeeeeeeeeeeee ettt Xi
| R ) 0 21 1T 1
2. KAYNAK OZETLERI ....coooooiiiiiiniicc s 4
3. MATERYAL Ve YONTEM .........cooiiiiieeeieeeeeeeee et 17
.1 IMALEIYAL ... e 17
3.2, FEUIGEN BOYAMA......cciuiciicieciecie ettt st et re et e sneeae s 18
3.3. GUMUS BOYAMA ... s 20
3.3.1. Slaytlarin hazirlanmast..........coceieeiiiieiici e 20
3.3.2. GUMUS DOYAMA.....civiiiiiiiiiieiiie e 20
3.4. DAPI Ve CIMAS BOYAMA ....ovviiiiieiiiie it siieesiee e see e sniee s e ssae e snbee s snneessnaee e 23
3.4.1. Slaytlarin hazirlanmast ...........ocoeiiiiiiii e 23
3.4.2. DAPI Ve CMAS reaKSIYONU .....cooiviiiiiiiiiiiiiciieieiese e 23
3.5. Floresan in situ Hibridizasyonu (FISH) ..o 23
3.5.1. Slaytlarin hazirlanmast..........ccocviieiiiiiiici 23
352, FISH @NALIZI...cciiiiiiieieieee ettt nneenne s 23
3.5.2.a. Problarin hazirlanmasi..........cccceiiuiiieiiiiiie e 23
3.5.2.b. Niikletidlerin hazirlanmasi ...........cccceviiieiiiie i 24
3.5.2.C. AATP NUKIEOTITI ... 24
3.5.2.0d. ACTP NUKIEOTITI ....eevvreiiecieeieee ettt 24
3.5.2.6. AGTP NUKIEOTIAT ....eevvreeiecieeieeie ettt 24
3.5. 2.5 ATTP NUKIEOTIAL ... e 24
3.5.2.g. Prob DNA’NIN 1$aretlenmesi .......cccveviiiiiiiiiiiieiiciciee e 25
3.5.2.n. Probe DNA 255IDINA .....oooeeecieceeie ettt ste et ae e nneenae s 25
3.5.2.1. Probe DNA S5STDNA ....ooiiiiiiii e 26



3.5.2.1. Denaturasyon ve hibridizasyon Kart$imi .........coccevueeieriiiiieenieeiee e 26

3.5.2.J. Y1KAMA ISIIMI vttt 29
3.5.2.k. Probun imuno belirlenmMesi ..o 29
3.5.2.1. Slaytlarin gorsel incelenmesi ve fotograflarinin ¢ekilmesi:...........ccccovevunennne 31
3.6. Solusyonlarin Hazirlanmast .........cccoeiiiiiiiiiiicee e 32
3.6.1. 8-hidroKSIKINOIIN ......cooviiiiiiiee e e 32
BB.2. BN HCI o 32
3.6.3. Fiksasyon SOIUSYOMU.....cccuuiiiiiiiiiieiiiie ittt 32
3.6.4. 10 MM SItrik taMPON ....coiviiiiiieie e 33
3.6.5. Enzim solusyonlarinin hazirlanmast ...........ccocviveiiiiiiicninicsecsese e 33
3.6.6. GUmiis nitrat SOIUSYONU......cciiiiiiiiiiiiie i 33
3.6.7.0.01 M Borat Tamponu (PH:9).....cooiieiiiicece e 33
3.6.8. Mcilvanie tampon (PH:7) ..o 33
IR Y Y 15T PO 34
3.6.10. DAPI Stok SOIUSYON .....viviiiiiiiiiiiciiisie e 34
3.6.11. DAPI (1:10) SOIUSYONU. ....cuviiiiiiiiiiiiesiie et 34
3.6.12. DAPI+vectashield SOIUSYONU .......ccvvviiiiiiiiiiiieiece e 34
3.6.13. Kromo Stok SOIUSYONU.........eeiiiiiiiiiiiiiiieiic s 34
3.6.14. CMA+3 calisma SOIUSYONU ......cevuviiiiiiiiieiieiie e 34
3.0.15. 20XSSCaiiiiiii et 35
I T T 1 SRS 35
BLB.17. 0.1SSC ..ottt ettt ettt reene e 35
3.6.18. TWEEN /AXSSC . iiiiiiiie ettt sra e e nnees 35
3.6.19. Formamide-Sigma F-7503 .........ccccoieiiiiiiiece e 35
3.6.20. %10 SDS (sodium dodecyl SUIPhALE) .........ccoveieiiiiiii 36
3.6.21. %50 dekstran SUlfat (DS) .....ccoereriiiiiiieieee e 36
3.6.22. Engelleme SOIUSYONU..........ccuviiiiiiic e 36
3.6.23. RNASE 1IN tAMPOI ...vevviiiiiiiiiiiieeie et 36
3.6.24. RINGSE ...ttt ettt et r et nne e 37
3.6.25. 10x PBS buffer, pH=7 ..o 37
3.6.26. FITC- conjugated anti-digoxygenin (Roche-1207741)........cccccoveivveiverinnnn 37
3.6.27. FITC- conjugated Anti-Sheep(Jackson immunoresearch 313-096-003)........ 37



4. ARASTIRMA BULGULARI ..o 38

4.1. FEUIGEN BOYAMA........ciuiiiiiiiiiiiieieie ettt 38
4.1.1. AHUM OreophiIUM ......ooiiee e 38
4.1.2. Allium ShearoCephalon...........cccceiieiiiiiiiece e 40
4.1.3. ATTTUM POITUM Lo 43
4.2. GUMUS DOYAMA .....ooiviieiriiieiicie ettt 45
4.2.1. AHTUM OreophilIUM ......oooieee e 46
4.2.2. Allium ShearoCephalon...........cccceiieiieii i 49
4.2.3. AHTIUM POFFUN ... 51
A.3. DAPIVE CIMAS ..ttt e et e et e e e sne e e e nnae e e e 53
4.3.1. AHUM 0reophillUM .......ooiice e 53
4.3.2. Allium ShearoCephalon............ccce i 55
4.3.3. ATTTUM POITUM L. 57
Y o 60
4.4.1. AHUM 0reophillUM .......ooiice e e 60
4.4.2. Allium sSphaerocephalon:...........ccooieiieiiiiice e 62
4.4.3. ATTTUM POITUM Lo 64
5. SONUC Ve TARTISMA ........coooimieiiieeseseeeeeeeeeeeeeee oo es s 67
KAYNAKCA oottt e et et s et e st s et e st en e et e e es s eseesees e s aeeeeseeeeeeens 73
(046 ) 1)1 1 15T 81

Vi



AP
BCIP
DAB
DIG-dUTP
DS
FISH
GISH
ISH
NBT
NOR
PBS
PCR
POD
rDNA
RNA
RNase
rRNA
SDS
SSC
SWD

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Alkali fosfataz
Bromo-4-kloro-3-indolilfosfat
Diaminobenzidin
Digoksygenin-11-Dutp
Dextran sulfate

Fluorescence in situ hybridization
Genomic in situ hybridization
in situ hybridization
Nitro-mavi tetrazolyum
nuclear organizing region
Phosphate-buffered saline
polymerase chain reaction
Peroksidaz

ribozomal DNA

ribonucleic acid

Ribonuclease

ribozomal RNA

Sodium dodecyl sulphate
Salin sodium citrate

Steriled distilled water

vii



Sekil 3.1.
Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

SEKILLER DiZiNi

Allium porrum tohumlar1 nemledirilmis filtre kagidi tizerine ekimleri.......... 17
Allium sphaerocephalon ve Allium oreophilum yumrulari ¢imlendirme

1¢in saksilara diKimi.........ccooouieieiiiiiie e 18
A: 8-hidroksikinolin soliisyonu igerisinde kok uglart B. Schiff'in

reaktifi igerisinde kok uglari C. Kok ucu 6rnekleri lam iizerine

yayilarak asetik asit damlasi yardimu ile ezilmistir D. slaytlar

mikroskop altinda incelenmesi i¢in, lamel soguk uygulamast ....................... 19
Sekil 3.4. A: Slaytlar borat tamponunda, B.giimiis nitrat solusyonu uygulamasi,

C. Naylon tiiliin slaytlar iizerine kapatilmasi D slaytlarin iizerine

naylon tiil Srtlilmiis hali.........ccoooiiiiiii e 21
Sekil 3.5. A: Slaytlarin nemli ortama konulmasi B. Slaytlarin nemli ortamda

inkiibasyonu C. Slaytlarin saf su ile y1kanmasi...........cccccvvvinieniiicncnenn, 22
Sekil 3.6. Soliisyonlar tup iginde sicak su banyosunda ...........cccooeeeriiiiiniiieneniee e 27
Sekil 3.7. Slaytlar 1s1tma tablasi izerindeki gorintlisti...........ccovvviviiiiiiciiiic 28
Sekil 3.8. Slaytlar plastik ortii ile kaplanmis ve nemli bir ortamda inkiibe

BAIIMISEIT. 1.t e e nnre e 28
Sekil 3.9. Slaytlar sirasi ile yitkanma kabimda ...........cccooiiii 29
Sekil 3.10. Slaytlar iizerine reaksiyonu durdurmak i¢in durdurma solusyonu

BKIBNMESI ...t 30
Sekil 3.11. Slaytlarin {izerine anti body-anti sheep ve durdurma ajani eklenmesi.......... 30
Sekil 3.12. Slaytlar sicak su banyosunda bekletilmeleri...........ccccccovvviniiiiiiniiicnn 31
Sekil 3.13. 8-hidroksikinolin sisede foil ile kapatilip ve karistirici tizerinde
DEKIELITIF. ..o 32

Sekil 3.14. Formamide-Sigmanin hazir SEKIi.........ccccvvivrriveriviiniiese e 36
Sekil 3.15. FITC- conjugated anti-digoOXYgeNIN .......cccoereierinininisieere e 37
Sekil 4.1. A. oreophillum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 (2n=2x=16) .......... 39
Sekil 4.2. A. oreophillum tiiriinde Feulgen boyama ile elde edilmis mitotik

metafaz kromozomlarinin Karyotipleri .........ccoovvviviiiiiiicnie e 40
Sekil 4.3. A.shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlari.............ccc......... 41

viii



Sekil 4.4. A. shearocephalon tiiriinde Feulgen boyama ile elde edilmis mitotik
metafaz kromozomlarinin Karyotipleri..........ccoooveriiiiiiiiiiiiicccee 42
Sekil 4.5. A. porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlari...........ccccoveveiiiiiiiinnnnnn, 43
Sekil 4.6. A. porrum tiiriinde Feulgen boyama ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlarinin Karyotipleri........ccvviiieiiiiiiiiiciseeeeee e 45
Sekil 4.7. A.oreophillum tiiriiniin giimiis nitrat ile boyanmis mitotik metafaz
KIrOmMOZOMIATT ... 46
Sekil 4.8. A. oreophillum tiiriinde Giimiis boyama ile elde edilmis mitotic metafaz
kromozomlarinin Karyotipleri........c.cveiieiiiiiiienieeseese e 47
Sekil 4.9. A. shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlart ........................ 49
Sekil 4.10. A.shearocephalon tiiriinde Giimiis boyama ile elde edilmis mitotic
metafaz kromozomlarinin Karyotipleri.........cccooeiiieiiiiieniceec 50
Sekil 4.11. 4. porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlari...........cccocceeveriernnene 51
Sekil 4.12. A. porrum tiiriinde Giimiis boyama ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlarinin Karyotipleri .........cccoceeiieiiiiiiiiiccee e 52
Sekil 4.13. A.oreophillum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlari ..........c.ccceevveenen 53
Sekil 4.14. A. oreophillum tiiriinde A) CMA3 ve B) DAPI boyama ile elde
edilmis mitotik metafaz kromozomlariin karyotipleri ........c.cocoevveniinnnnnne 95
Sekil 4.15. 4. shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlari ...................... 55
Sekil 4.16. A. shearocephalon tiiriinde A) CMA3 ve B) DAPI boyama ile elde
edilmis mitotik metafaz kromozomlariin karyotipleri ........cccocoevveininnnnnne o7
Sekil 4.17. A.porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlari...........ccccocvevniinninnnnn 57
Sekil 4.18. A. porrum tiirtinde A) CMA3 ve B) DAPI boyama ile elde edilmis
mitotik metafaz kromozomlarinin karyotipleri .........cccooveviiiiiiiiiiiciinnnn 60
Sekil 4.19. A. oreophillum tiiriiniin FISH metodu ile boyanmig mitotik metafaz
kromozomlar1 (2n=2x=16), [0 25S rDNA ve [ 5S rDNA olarak
KUTTANIIT e 61
Sekil 4.20. A. oreophillum tiiriinde FISH metodu ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlarimnin Karyotipleri .........cccovvviiiiiiiiiiiciicie e 61

Sekil 4.21. A. sphaerocephalon tiirline ait mitotik metafaz kromozomlari

(2n=3x=24),03 25S rDNA ve O 5S rDNA olarak kullanilir..............cooee..... 63



Sekil 4.22. A.sphaerocephalon tiiriinde FISH metodu ile elde edilmis mitotik

metafaz kromozomlarinin karyotipleri

Sekil 4.23. A.porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 2n=4x=32, (1 25S

rDNA ve [0 5S rDNA olarak kullanilir

Sekil 4.24. A.porrum tiiriinde FISH metodu ile elde edilmis mitotik metafaz

kromozomlariin karyotipleri



Cizelge 3.1.

Cizelge 3.2.

Cizelge 3.3.

Cizelge 3.4.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

CIZELGELER DIiZiNi

Prob DNA 25srDNA hazirlamasinda kullanilan solusyonlar ve

TIKEATIATT .. 25
Prob DNA 5srDNA hazirlamasinda kullanilan solusyonlar ve

MIKEATTATT. ... 26
Denaturasyon ve hibridizasyon asamasinda kullanilan solusyonlar ve
IIKEATIATT .. 27
Kullanilan floresan renkler ve uyarma ve emisyon miktarlart ................... 31

Allium oreophillum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi

o175 1§14 1< o APPSR 39
Allium shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin

DaZ1 OZEIIKICTT. ... 42
Allium porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi

[a)7Z5] 1§14 1< o APPSR 44
Allium oreophillum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi
OZEIIKIETT .. 48
Allium shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin

DAZ1 OZEIITKIETT. ...ceiiiieiiiic e 50
Allium porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi

OZEIIKIETT ..o 52
Allium oreophillum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi
OZEIIKIETT ..ttt et 54
Allium shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin

DAZ1 OZEITKIETT. ... s 56
Allium porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi

18Y/4<1 151 4 < o IR TR RTPRR 59

Cizelge 4.10. Allium oreophillum tiirline ait mitotik metafaz kromozomlarin boy

L0 yZ<) 1 114 (<) o ST TRTOTT 62

Cizelge 4.11. Allium sphaerocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin

DOY OZEIITKICTT ... 64

Xi



Cizelge 4.12. Allium porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin boy

Y22 1 1114 1<) o ST TRTTOTT

xii



1. GIRIS

Allium L. cinsi 800'den fazla tiir igermektedir (Fritsch et al. 2010) ve monokotiledon
cinsinin en genis tiyesidir. Allium 15 monofilik alt cinsten olusmaktadir (Friesen et al.
2006). Bu calismada analiz edilen tiirler, Allium alt cinsine ait A. porrum L., ve A.
sphaerocephalon L. tiirleri ile Porphyroprason alt cinsine ait A. oreophilum C.A. Mey
tirleridir. Allium, kuru subtropik boélgelerden Holartik bolgeye kadar uzanan genis bir
alana yayilmig degisken bir gruptur (Friesen et al. 2006; Li et al. 2010;). Bir¢ok Allium
tiirli icerisinde ekonomik olarak Onem tasiyan, sogan (A. cepa L.), demet sogan (A.
fistulosum), pirasa (A. porrum), sarimsak (A. sativum), ve A. moly L. veya A.
sphaerocephalon L. (Fritsch et al. 2010) gibi birgok siis bitkisini de kapsamaktadir. Bu
cins, Ozellikle yasam formu (yumru veya rizom) ve ekolojik habitus gibi farkhi
morfolojik karakterler acisinda ¢ok biiyiikk varyasyon gostermektedir (Stearn 1992).
Bununla beraber, Allium sitogenetik diizeyde yiiksek cestililige sahiptir. Ornegin genom
biiyiikliigii agisindan bazi tiirler arasinda 10.64 kat fark bulunmaktadir (1C degeri
A.altyncolicum N. Friesen’de 7 pg iken bu deger A. validum S.Watson’da 74.50 pg’dir)
(Ohri et al. 1998; Ricroch et al. 2005), ayrica tiirler arasinda kromozom sayisinda da
cesitlilik gozlenmektedir. Allium ti¢ farkli temel kromozoma sahiptir ve bunlar, x =7, 8
(¢ogu tiirlerde gozlenir) ve x = 9’dur (Jones and Rees 1968). Diploid formlari hari¢ bu
cins, bir¢ok poliploid tiirii icerir ve ploidi diizeyindeki gesitlilik 2x ile 10x aralifinda
degismektedir (Bennett et al. 2000; de Sarker et al. 1997). Poliploitlerin ¢ogunun
kaynag1 bilinmese de, allopoliploid (6rn. A. sacculiferum Maxim.) ve otopoliploid (6rn.
A. porrum) tiirler bulunmaktadir (Stack and Roelofs 1996; Shibata and Hizume 2002;
Seo et al. 2007) ayrica Allium * cornutum Srneginde oldugu gibi ii¢ ebeveyn kaynakli
tirlerde yer almaktadir (Fredotovic et al. 2014).

Molekiiler sitogenetik c¢alismalar sadece birkag tiir ig¢in gergeklestirilmis ve bu
calismalar baslica A. cepa, A. fistulosum ve A. wakegi Araki (A. cepa ve A. fistulosum
arasindaki bir diploid hibrit; Shibata and Hizume 2002) {izerinde yapilmistir. Ardisik ve
farkli yerlerde bulunan tekrarli bolgelerin dizilerinin kromozom iizerindeki yerleri, bu

tirlerin 1slah programlari, evrimsel analizler ve karyotip yapilarinin belirlenmesinde



etkin kromozom isaretgileri olarak degerlendirilmektedir (Do et al. 2001; Shibata and
Hizume 2002; Fajkus et al. 2016; Kirov et al. 2017). Birkag¢ Allium tiiriiniin rDNA
bolgelerinin  kromozomal desenleri veya C-bantlama desenleri analiz edilmesine
ragmen, c¢ogunlukla Allium tiirleri tizerinde yapilan karyolojik calismalar,
kromozomlarin sayisi ve morfolojisi iizerine odaklanmigtir (Murin 1964; de Sarker et
al. 1997; Dolatyari et al. 2018). Bu durum, Allium cinsinin karyotip yapist hakkinda
daha fazla aciklamalar getirmeye ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. rDNA dizilislerinin
“house-keeping” genleri olarak ¢ok fazla bulunmasi ve nisbeten korunmus yapilari,
ozellikle model olmayan organizmalarda ¢ok fazla kullanilan kromozomal isaretciler
yapmaktadir (Volkov et al. 2004; Roa and Guerra 2015). 18S-5.8S-25S (35S) ve 5S
ribozomal RNA’lar1 kodlayan niiklear ribozomal RNA genleri, korunan gen bdlgelerini
ve bir veya birkac lokusta ardisik olarak dizilim gosteren traskript bolgeleri ve farkl
diizeyde traskript olan bolgeleri ihtiva etmektedir (Alvarez and Wendel 2003; VVolkov et
al. 2004). 35S rDNA dizileri, niikleolar organizator bolgelerinde (NORs) bulunmaktadir
buna karsilik 5S rDNA'nin ardisik dizileri ¢ogunlukla NOR bdlgelerinden bagimsiz
olarak yer almaktadir (Volkov et al. 2004; Heslop-Harrison and Schwarzacher 2011).
5S ve 35S rDNA dizileri ile floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi bir ¢ok bitki
tiirlinde kromozomlarin belirlenmesinde kullanigli bir isaretleyici olarak hizmet
vermektedir ve bircok bitki tiirlinde filogenetik calismalar ve kromozomlarin fiziksel
haritalarinin ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir (Hasterok et al. 2006; Jang et al. 2013;
Kolano et al. 2013; Roa and Guerra 2015). FISH yontemi ile ribozomal DNA’nin
haritalanmasi, ¢esit, 1slah hatlar1 ve gen kaynaklarinin etkin bir sekilde tanimlanmasinda
siklik ile kullanilmaktadir. Marasek-Ciolakowska and Podwyszynska (2008) yaptiklar
bir calismada uzun siire mikrogogaltilan lalelerde, rDNA dizilisi ile FISH yontemi

kullanarak genom yapisini tekrar yapilandirmiglardir.

Bu calismanin amaci, rDNA dizileri ve bantlama yontemlerinin, kiiltiire alinmis bazi
Allium tiirlerinde karyotipleme ve kromozom tanimlama i¢in etkili kromozom
isaret¢ileri olup olmadigini degerlendirmektir. FISH yontemi rRNA gen bdlgelerinin
dagilis desenlerini, giimiis boyama Allium tirlerinde 35S rDNA bdlgelerinin

transkripsiyonel aktivitesini belirlenmek i¢in kullanilmistir. Bunula beraber, CMA3 ve



DAPI ile ¢ift boyama yontemi rDNA bolgeleri ve pozitif CMA3 bantlar1 aradaki

iligkilerini tespit etmek i¢in kullanilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Allium tiirleri genel olarak toprak altinda fazla derinlere ulagsmayan sacak koklere
sahiptir. Toprakta koklerin ulastig1 derinlik seviyesi 18 cm civarinda olurken, koklerin

kalinliklarinin ise 0,5 ile 2 mm arasinda oldugu belirtilmektedir (Brewster 2008).

Allium cinsine ait bitkiler, sogan dokulari ezildiginde veya tatlarina bakildiginda ortaya
¢ikan aci koku veya tat ile taninmaktadirlar. Bu cinse ait bitkiler iki yillik veya ¢ok
yillik soganl bitkilerdir. Bitki soganlar1 gévdenin yeralt1 kisminin kdkiine tutturulmus
ve siskin yaprak tabanlarinca olusmustur. Birkag tlirde daha az siskin olan, ¢cok uzun
nitelikte yaprak esaslt kiliflar bulunmaktadir. Digerlerinde rizomlar ve depo kokler goze

carpmaktadir (Jones 1991).

Govde yapisinin ise depo yapraklarinin alt tarafinda yasst bir bigimde rozet formunda
oldugu bilinmektedir. Govdenin orta kismini ¢icek sapini olusturma gorevine sahip olan
bliyime ucu yer almaktadir. Govdeden salinan yapraklarin olusumlart distan ige
seklinde gerceklesmektedir. Bu durumda en yasl nitelige sahip yaprak en disarida
konumlanan yapraktir. Sogan yapragmin gelisimini tamamlamasi halinde i¢ kisminda

bosluk yer almaktadir (Giinay 1992).

Sogan tiirlerinin ¢i¢ceklenme siireci govdenin orta kisaminda yer alan biiylime ucunun
cicek sapmi olusturmasiyla baslamaktadir. Olusan siirgiinde yaprak bulunmaz ve
ucunda huni bi¢iminde ¢igek tablasi yer almaktadir. Tablanin yiizeyinde iki veya dort
parca yapili zar katmani bulunmaktadir. Tabla ¢i¢ek tomurcuklarinin primordiumlarini
ihtiva etmektedir. Primordiumlar zaman igerisinde genisledikce, ylizeyi kaplayan zar
yapist da biiylimekte ve esnemektedir. Cigeklerin agilma déneminde ise bu zarin
yirtildigr goriilmektedir. Sogan c¢igeklerinde protandri niteligi gozlenmektedir. Cigekler
ortaya ¢iktig1 zaman disi organ tam anlamiyla olgunlagmasini tamamlamadig i¢in, disi

organin tozlanmasi ya ayni tablada bulunan diger ¢igeklerden gelen polenlerle ya da bir



baska tablaya ait polenlerle ger¢eklesmek zorundadir. Bu durumun sonucu olarak sogan

bitkisi tamamen yabanci tozlanan bitkiler kategorisinde yer almaktadir (Giinay 1992).

Sogan basmin olusumu ise rozet govde {istlinde yer almakta olan yapraklarin besin
depolamasi sonucu form degistirmesi ile olmaktadir. Bu siiregte bas biiylikliigl arttikca
en dista yer almakta olan yapragin su kaybedip kurumasi ve dig kabugu olusturmasi
durumu gergeklesmektedir. En digta yer alan kuru kabugun ardindan gelen yapraklarda
kalmhgin giderek artis1 s6z konusudur. Uriin ¢esidine bagl olarak farklilik arz edecek
sekilde dis kabuk rengi kahverengi, sari, beyaz, mor veya kirmizi seklinde degisiklik
gosterebilmektedir (Rabinowitch and Brewster 1990).

Allium cinsi genellikle Liliaceae’de siniflandirilmaktadir. Ancak bazi taksonomistler bu
cinsi Amaryllidaceae veya Alliaceae’de ayr1 bir familya olarak konumlandirmayi tercih
etmektedir. Bu konudaki anlasmazligin kaynag: ciceklenme yapist ile iligkilidir. Bu
anlasmazlik Liliaceae’nin iist ovaryumunun Amaryllidaceae’nin semsiye bigiminde
ciceklenmesinden daha fazla agirlik tasiyip tasimadigi sorusundan kaynaklanmaktadir

(Jones 1991).

Allium cinsi kapsamindaki tiir sayisi yaklasik olarak 600 adettir. Bu tiirlerin genel
itibariyle diinyanin iliman kuzey yarim kiiresi boyunca yaygin bir sekilde bulundugu
kaydedilmistir. Tiirlerin 500'den fazlasi, basta Rusya’da olmak iizere Eski Diinya'da,
Avrupa’nin yani sira Kuzey Afrika ve Asya’yr da kapsamaktadir. Yeni Diinya'da
yaklasik 80 tiir bulumaktadir ve bunlar biiylik 6l¢iide batt ABD ile simirli olmakla

beraber Meksika ve Guatemala'ya kadar uzanmaktadir (Jones 1991).

Frenk sogani (A. schoenoprasum), Kuzey Amerika ve Avrasya'da bulunan tek tiirdiir; ve
yayitlimi Kuzey Kutbu'ndan Etiyopya ve Sri Lanka’ya kadar giineye uzanir. Allium
tirleri insanlar tarafindan yiizyillardir kullanilmaktadir. Bu tiirlerin Misir, Roma,
Yunanistan ve Cin'in eski uygarliklarinin yazitlarinda, gida kaynagi olarak onemlerine
atifta bulunulmaktadir. Yenilenebilir soganin tarthi ge¢misine iliskin bilgilendirici

aciklamalar Stearn (1944) ve Jones ve Mann (1963) tarafindan verilmektedir.



Bir besin kaynagi olarak kullanimlarina ek olarak, Allium tiirleri siis bitkileri olarak da
degerlendirilmektedir ve bu amagla 100'den fazla tiir kullanilmaktadir. Ekili yenilebilir
formlarin (Frenk sogani hari¢) Yakin Dogu ya da Dogu Asya kokenli oldugu
bilinmektedir. Frenk sogani ve Cin frenk sogami (A. tuberosum) tiirleri, yabani
formlardan ¢ok az bir miktar fark ile degismeye devam etmektedir. Yiyecek olarak
kullanilan tiirler ise, soylar1 izlenemeyecek kadar uzun zamandir secilmekte ve kiiltiire
alinmaktadir. Toplanan ve yenen birkag tiir bulunmaktadir; A. ursinum, A. victorialis, A.
tricoccum, A. paradoxum. Allium cinsine ait bazi yabani tiirler de hayvanlar tarafindan

tiketilmektedir.

Sogan gelisiminde sicaklik ve 1siklanma ile ilgili parametrelerin bitki gelisiminde biiyiik
onemi bulunmaktadir. Soganlar gelisimlerinin erken donemlerinde serin nitelikte
havaya (12,8°C) ve kisa giin uzunluguna gereksinim duymaktadir. Fakat bas baglama
doneminde sogan basinin gelisimi ve biiylimesi i¢in yiiksek sicakliklara (21 ile 24-
27°C) eslik eden kuru ve yagissiz hava sartlarinin bulunmasi gerekli olmaktadir. Sogan
-10°C’ye kadar olan sicakliklara dayanabilmektedir. Bu nedenle soguga dayanikli
sebzeler kategorisinde bulunmaktadir (Butt 1968).

Gelisimi i¢in kullanilacak topraklarin nitelikleri hafif nitelikli, gegirgin yapida, organik
madde icerigince zengin olmasi yer almaktadir. Hassas oldugu nitelikler arasinda toprak
pH’s1 ile kuraklik ve tuz stresi yer almaktadir. Soganin ideal pH istegi 6,0 ile 7,0
arasindadir. Bunlara ek olarak sogan bitkisinin sodyum ve bor toksisitesine de son
derece hassas oldugu bilinmektedir (Brown 2000). Bir biitiin olarak Allium cinsinde ii¢
temel kromozom sayisindan bahsetmek miimkiin olmaktadir: =7, =8 ve =9. Sitolojik
olarak incelenen tiirlerin biiylik ¢ogunlugu 2n=8 olacak sekilde diploittir. Bu temel
kromozom sayisina sahip grup icerisinde tiim yenilebilir Allium tiirleri yer almaktadir.
Bir sonraki en yaygin grup 7 kromozom icgeren gruptur. Bu grubu 9 kromozom igerigine
sahip tiirler takip etmektedir. Intraspesifik poliploidi yaklasik 50 vakada bildirilmektedir
(Federov 1969) ve bu vakalarin 29’unda fazlalik B-kromozomlari bildirilmistir (Jones
1983).



Allium tiirleri simetrik ve diizgiin karyotipleri ile tinliidiir. Genis bir tiir yelpazesinde,
kromozomlar diizenli olarak metasentriktir veya cogu submetasentriktir. Tek tek
kromozomlar arasindaki uzunluk farklar1 kiicliktiir ve kesinti olmaksizin seriyi
bozmamak i¢in birbirleri ardina diizenli bir bicimde siralanmislardir. Evrim siirecinde,
karyotip pek c¢ok tiirde biiyiik 6l¢iide korunmustur, bdylece yapilan herhangi bir
degisiklik, tim kromozomlar1 ve tiim tiirleri ayn1 sekilde etkilemistir. Bu genel egilimin
ana istisnasi, niikleolus diizenleyicileri tasiyan kromozomlardir. Niikleolar
kromozomlar, inversiyonlar, translokasyonlar ve sentromer yanlis boliinmeleri
araciligiyla yapisal yeniden diizenlemelerin kanitlarin1 gésterir. Niikleolar kromozomlar
genellikle biitlin igerisindeki tek asimetrik ¢ifttir (Ved Brat 1965). Tirler igindeki
polimorfizmler, niikleolar ¢ifti i¢in evrimin oldukca aktif oldugunu ve satellitlerin
boyutunda ve mevcut ikincil daralmalarin sayisindaki varyasyonun, frenk sogant,
sarimsak (A. sativum) ve adi sogan tiiriinde (A. cepa) iyi tanindigimi gostermektedir
(Bougourd and Parker 1976).

Yalnizca morfolojik c¢alismalarin degil, calisma materyali olan bitki kaynaginin
genetiksel agidan  da  etkin  yOnetiminin  saglanmasi, uygun tekniklerle
karakterizasyonunun gergeklestirilmesi de son derece 6nemli ve Oncelikli ¢aligsmalar

arasinda yer almaktadir (Kresovich and McFerson 1992).

Bitkilerin sahip oldugu gen kaynaklarmin korunmasi ve dogru bir sekilde
degerlendirilmesi ic¢in, oncelikli olarak iizerinde calisilan bitki tlirli ve cinsine ait
bilgilerin dogru ve sistematik bicimde degerlendirilmesi gerekmektedir. Buna ek olarak
gen kaynaklaria ait bilgilerin ayrintili bir bicimde kayit altina alinmas1 ve akabinde bu
kaynagin zaman igerisinde yasadigi genetik degisimlerin takibi gerekli olmaktadir. Gen
kaynaginin zaman igerisindeki degisimi ile iligkili olan takibin yapilmasi, bitkinin ileriki
calismalarda kullanimlar i¢in gerekli niteliklere sahip olup olmadigini belirlemek ve
genetik degisimlerinin boyutlarim bilgi dahilinde bulundurmakla iliskilidir (Ozgen vd
2000).



Uluslararas1 Bitki Genetik Kaynaklar1 Enstitiisii (IPGRI) kayitlar1 dikkate alindiginda
diinya ¢apinda gen bankalar1 dahilinde, kayitlar1 yer alan Allium tiirlerinin 27.000 adet
civarinda bulundugu bilinmektedir. Bu kayith tiirler icerisinde en biiylik orana sahip
olan tiiriin Allium cepa (%46,7) oldugu ifade edilmekteyken, A. sativum (%16,7) ve A.
porrum (%?7,9) tiirleri de digerlerine nazaran yiiksek bir orana sahiptir. Diger Allium
tirlerinin ve yabani formlarinin toplaminin yaklasik olarak %28,7 oldugu

bildirilmektedir (Kik 2008).

Brezilya’da gergeklestirilen bir ¢alisma kapsaminda 64 farkli tropik ve subtropik Allium
genotipleri karakterize edilmis ve farkliliklar1 ortaya konumustur. Morfolojik,
agronomik ve biyokimyasal parametrelerin incelendigi ¢aligmada, VAL 14 ile Beta
Cristal gesitleri arasindaki genetik uzakligin en fazla oldugu, EX3000 ve Regia ¢esitleri
arasindaki genetik uzakligin ise en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (Buzar et al.

2007).

Ispanya’da yetisen 86 sogan ¢esidi iizerinde yapilan bir calisma kapsaminda gesitler
morfolojik ve biyokimyasal parametreler bakimindan incelenmistir. Suda ¢dziinebilir
kuru madde, sukroz, friikktoz, bas sekli ve sikilik, sikilik ile suda ¢6ziinebilir madde
seklinde parametrelerin ve bu parametreler arasindaki iligkilerin istatistiksel agidan

onemli oldugu kaydedilmistir (Mallor et al. 2011).

Sogan bitkisinin 1slahinda kendilenen bitkilerde biiyiik dl¢lide kendileme depresyonu ile
karsilagilmaktadir. Saf hatlarin kendi aralarinda melezlenmesi durumunda yeniden
giclii bireylerin eldesi saglanmaktadir. Bu dogrultuda ortaya ¢ikan hibrit sogan
bitkilerinin ebeveyn bitkilerden ¢ok daha yiiksek verime sahip oldugu, bas olgunlagma

zamani, boyu, sekli ve rengi yoniinden tek tipte olmaktadir (Jones and Davis 1944).

Sogan tiiriiniin tohumun ekilmesi ile hasat edilmesi arasinda gegen siirenin iki yil
olmasi, 1slah caligmalarinin ¢alisma siiresi bakimindan olduk¢a uzun olmasina neden
olmaktadir. Tek yillik sebzelere kiyasla 1slah calismalari son derece yavas ilerleyen

sogan tiiriiniin 1slah siirecini kisaltmak amaciyla hibrit tohum iiretimi 6nemli bir hale



gelmistir. Bu kapsamda Amerika, Japonya ve bazi Avrupa iilkelerinin hibrit sogan
tohumu iiretmede yaptiklar1 galigmalar sonucu, sogan tiirline ait hibrit tohumlarinin
kullanim1 son derece yaygimlasmistir. Tiirkiye’de ise hibrit tohum iiretiminde dahi
oldukca biiylik problemler barindirmaktadir. Disa bagimliligin s6z konusu oldugu hibrit
tohum tiretimi konusunda gerekli homojeniteyi saglayamadan {iretim yapiliyor olusu,
biiyiik bir kisminin agik alanda tozlanan popiilasyonlardan olusuyor olmasi hibrit tohum

iiretiminde gelisimi sinirlandirmaktadir (Ozokutanoglu 2013).

[ran’in farkli bélgelerinden elde edilmis 23 farkli sogan cesidi kullanilarak yapilan bir
calismada, sogan bitkilerinde varyasyonun en fazla goriildiigli parametre olarak bas
agirligini (%21,19) edilmistir. Varyasyonun en diisiikk seviyede gozlendigi parametre
ise, toplam verim (%35,26) olarak belirtilmistir. Eldeki veriler dogrultusunda yapilan
kiimeleme analizinde temelde 3 biiyiik grup elde edilmistir. Numaralandirilan
gruplardan ilkinin diger ikisine kiyasla daha uzak nitelikler tasiyor olmasi dolayistyla,
hibrit ¢esit iiretimi amacglh c¢alismalarda bu gruba ait bir ¢esidin ebeveyn olarak

calismaya dahil edilebilecegi ifade edilmistir (Manbachi et al. 2012).

Tosun, (2006) tarafindan bir ¢alismada bazi Allium tiirlerinin morfolojik, anatomik,
sitotaksonomik arastirmalar gerceklestirilmistir. Numunelerin kokleri, govdeleri ile
yapraklarinin enine kesitleri incelenmis, karsilagtirmalar yapilmistir. Calisma
kapsaminda yer alan bitkilerden A. ampeloprasum tiiriiniin 2n=40 kromozom igeren
diploid bir tiir oldugu saptanmistir. A. ampeloprasum, A. scorodoprasum, A. szovitsii
tirlerinin  govdelerinden elde edilen enine kesitlerde sklerankimatik halkaya
rastlanmamis, bu kesitlerin genel gortiniimlerinin yuvarlak nitelik arz ettigi, iletim
demetlerinin dairesel bir bi¢imde dagimik dizilim sergiledigi ifade edilmistir. A.
stamineum ve A. szovitsii tiirlerinin gévde enine kesitlerinin merkezlerinde bir 6z
boslugu yer almaktadir. Sitotaksonomik caligmalar kapsaminda diploid oldugu tespit
edilen A. ampelaprasum tiriiniin kromozomlarmin olduk¢a biiyiik oldugu
kaydedilmistir. Stoma frekanslarinin da incelendigi ¢alismada en yiiksek frekansin %59
ile A. scorodoprasum tiiriine ait oldugu belirlenirken, en diisiik frekansa sahip tiiriin
%30’1luk bir deger ile A. szovitsii oldugu kaydedilmistir (Tosun 2006).
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Allium cinsine ait 37 tiiriin dahil edildigi bir ¢alismada polenler farkli mikroskoplar
kullanilarak karsilastirmali bir bigimde analiz edilmislerdir. Kullanilan mikroskoplar;
151k mikroskobu (IM), taramali elektron mikroskobu (SEM) ile transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) olarak siralanmistir. Calismada kullanilan polen preparatlarinin
hazirligt Wodehouse (1935) ile Erdtman (1960) yontemlerine gore yapilmistir.
Palinolojik tanimlamalar1 da yapilan preparatlarin 151k mikroskobu ile incelendiginde,
monosulkat, monosulkat-operkulat, prolat, heteropolar ve bilateral simetrili oldugu
kaydedilmistir. Arastirma kapsaminda yer alan tiirlerin tamaminda sulkusun distalden
proksimale dogru uzandig: ifade edilmistir. Incelenen tiirlerin sistematik bicimde
ayriminin yapilisinda yasanan problemlerin giderilmesi agisindan kullanilabilecek ayirt
edici nitelik olarak sulkusun {izerinde yer alan parcali overkulum varhig ile

ornamentasyon Ozelliklerinden faydalanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Giiler ve Pehlivan

2006).

17 adet endemik sogan tiirliniin incelendigi bir ¢alismada mikromorfolojik agidan
incelemeler yapmak adina taramali elektron mikroskobundan faydalanilmistir. Endemik
tiirlerin birbirlerinden farkli olarak belirleyici nitelikleri tespit edilmis, bu nitelikler de
tohum sekli, testa hiicre sekilleri, kutikular ornementasyonlar olarak kaydedilmistir. Bu
nitelikler arasindan en belirleyici olaninin, tiirler arasinda hatta seksiyonlar arasindaki
farkliliklarda dahi ortaya koyabilmeyi saglayan niteligin tohum yiizeyi ornementasyonu

oldugu ifade edilmistir (ilarslan ve Koyuncu 1997).

Allium cinsinin karyotiplerinin diizgiinliigiine ragmen Levan (1935), 6rneklerindeki
tirlerden birinde (A. fragrans, 2n=2x=18) en uzun kromozom uzunlugunun A.
schoenoprasum'da bulunan en kisa olanin {i¢ kat1 oldugunu belirtmistir (2n=2x=16).
Kromozom boyutlarin 6l¢iimleri, niikleer genomlardaki nicel varyasyonu belirlemek
icin niikleer DNA tahminleriyle yenilenmistir ve son zamanlarda yapilan arastirmalar

Allium cinsi i¢indeki genis bir varyasyonun oldugunu dogrulamistir.

Jones (1983) tarafindan yapilan bir veri derlemesinde, =8 grubundaki diploitler arasinda

DNA degerlerinin; A. materculae'deki ¢ekirdek basina maksimum 46 x 8 pg degerinden
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A. sibiricum'da 15-2 degerine kadar degistigi bulunmustur. Poliploidler ve ii¢ temel
kromozom sayr grubunun temsilcileri g6z Online alindiginda, tetraploid A.
globosum’daki yaklasik 75 pg'lik en yiiksek miktardan diploid A. sibiricum'daki en
diisiik 15 pg arasindaki degerlerde degistigini bildirmistir.

Okaryotik tiirlerde oldugu gibi, Allium lardaki niikleer genetik malzemenin biiyiik bir
kismi tekrarlayan DNA dizileri bigimindedir. Bu tiir DNA'nin orani, A. sativum, A.
porrum, A. cepa ve A. molis'de %65'den yiiksek, A. ascalonicum'da %44'e kadar diisiik
olacak sekilde degismektedir (Ranjekar ve digerleri, 1978). Tekrarlanan DNA, tek
kopya dizilimlerle birlikte kromozomlar boyunca serpistirilmistir (Stack and Comings,
1979; Evans ve digerleri, 1983). Karavanov ve lordansky (1973), en onemli kiiltiir
tirlerinden olan, A. cepa ve A. fistulosum, essiz DNA sekansi igerigi i¢in sirasiyla %68
ve %57, uzun tekrarlar i¢in %29 ve %8 degerlerini bildirmistir. Ortadaki tekrarlayan
fraksiyon A. cepa'da %3, A. fistulosum'da %35 oranindadir.

Sitolojik diizeyde kromozom organizasyonunun kalitatif yonii iizerine yapilan
caligmalar, esas heterokromatin bilesenini gorsellestirmek ig¢in Giemsa C-bantlama
tekniklerinin kullanilmasiyla biiyiik 6l¢iide ilerlemistir. Kiiltiir tiirlerinin ¢ogunda bu C
bantlar1 oldukea kiiciiktiir ve kromozom kollarinin uglariyla simirhidir (Vosa, 1976a).
Buna ragmen, bantlarin biiyiikliigli ve konumu i¢in bazi polimorfizmler bulunmaktadir
ve bu polimorfizmler farkli ¢esitlerin tanimlanmasinda ve tiirlerin iliskileri ile soylarinin
izlenmesinde yararli belirtegler olarak hizmet edebilmektedir. Baz1 Allium tiirlerinde,
ozellikle paniculatum grubuna ait yabani siis bitkilerinde, bant profilleri ¢ok daha giiclii
bir sekilde gbzlenmis ve C-heterokromatinin toplam kromozom uzunlugunun %30'una
kadarini olusturabildigini gostermektedir (Vosa 1976b; Loidl 1979, 1983).

Tek niikleotid polimorfizm belirtecleri (SNPs), insersiyon ve delesyon (INDELs)
durumlarinin tespiti ile basit dizi tekrarlarinin (SSRs) tespit edilmesi hedefiyle, genis
capl bir sekanslama c¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda calismada 25 farklh
sogan genotipinden faydalanilmistir. Kullanilan genotiplerin 10 farkli genom boélgesi

dahilinde; 327 SNP, 37 SSR ile 34 INDEL tespiti gerceklestirilmigtir. Daha 6nceki
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caligmalar, bilinen pedigri kayitlart ile kiyaslandiginda en etkili ayrimi yapabilen

belirtecin SSR belirtegleri oldugu ifade edilmistir (Jakse et al. 2005).

Genetik benzerliklerin saptanmasit ve molekiiler belirteg olarak bir tek niikleotid
polimorfizm belirteci gelistirebilmek adina 89 farkli sogan hatt1 iizerinde bir ¢alisma
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda 56 tane EST-SSR ile ii¢ adet gSSR belirteci
kullanilmistir. Her bir hattan elde edilecek DNA 6rnekleri bitkilerin yapraklarindan elde
edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonunda kiimeleme analizleri yapilmis ve gruplar uzun

giin, kisa giin ve Hindistan kokenli genotipler seklinde belirlenmistir (McCallum et al.
2008).

Hindistan’da yetistirilen kisa giin soganlarindan 14 g¢esit ile uzun glin sogan
cesitlerinden 2 adedinin yer aldigt bir caligmada genetik benzerlik oranlari
incelenmistir. Bu dogrultuda genetik analizlerin yapilabilmesi i¢in 24 adet EST-SSRS
(ACM set) molekiiler belirtecinden faydalanilmistir. Kullanilan molekiiler markdorlerin
21 tanesinin Tlzerinde c¢alisilan sogan genotipleri iizerinde polimorfik bantlar
olusturdugu tespit edilmistir. Yapilan arastirmalar neticesinde elde 64 adet farkl allel
varligi ifade edilmis, en fazla fragmentin gozlendigi lokuslarn ise ACM-101 ile ACM-
132 oldugu kaydedilmistir. Icerdikleri fragmentlerin ayniligi dogrultusunda benzerlik
oranlar1 saptanmaya ¢alisilan tiirlerden Nashik Red ile Poona Red isimli ¢esitlerin %100
oraninda benzerlik ihtiva ettigi, Alisa Craig ile Brigham Yellow Globe isimli ¢esitlerin
ise benzerlik oranlarimin %25,7 orani ile en az seviyede oldugu tespit edilmistir.
Calismada yer alan ii¢ ¢esidin bazi allelerinin yalmizca bu cesitlere spesifik oldugu
gozlenmis ve bu dogrultuda bu allellerin DNA parmak izi c¢aligmalarinda

kullanilabilirligine deginilmistir (Mahajan et al. 2009).

Sogan bitkisinde yasanan genetik durulmusluk durumunun testini gerceklestirebilmek
adi bazi SSR molekiiler belirteclerinin kullanildig1 bir calismada; hem genetik
durulmuslugun test edilmesi hem de bu amacla primer tasarlanmasi1 hedeflenmistir. Bu
kapsamda c¢aligmacilarin daha onceden gelistirmis olduklar1 “SSR finder” adli program

kullanilarak 1049 adet SSR primerinin gelistirilmesi saglanmistir. Elde edilen
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primerlerin 100 adedi 14 farkli sogan c¢esidinde kiimeleme c¢aligmalari
gerceklestirebilmek adina kullanilmistir. Ayn1 bigimde tiretilen 20 farklt SSR primeri de
sogan durulmuslugunun testinde ii¢ farkli sogan 1slah hattinda test edilmistir. Elde
edilen verilere gore, durulmusluk ile iligkili olarak incelenen ii¢ hattin %15, %71, %97
oranlarinda homojenlik gosterdigi ve bu amacla kullanilan SSR molekiiler belirteg
setinin sogan bitkisindeki durulmusluk analizleri i¢in kullanilabilir oldugu ifade

edilmistir (Kim et al. 2012).

Bitki sitogenetigi alani, Barbara McClintock’in misir konusundaki oncii ¢alismalari
(Zea mays) tarafindan biiyiik 6l¢iide etkilenmistir. Ona ait olan tek kromozomlarin kesin
olarak tanimlanma ydntemi, misir genomunun yapist ve dinamik davranisi ile ilgili
biiytik kesiflere izin vermistir (Creighton et al. 1931; McClintock 1929, 1932, 1938,
1941, 1984). Karmin bazli kromatin boyama prosediirleri kullanilarak McClintock,
bireysel kromozomlarin hepsinin, iki oOlgiili kombinasyonuyla tek bir mayotik
cekirdekten, kromozomlarin nispi uzunluklar1 ve kol oranlariyla benzersiz bir sekilde
tanimlanabilecegini gostermistir (McClintock 1929). Bu yaklasimin ¢eltik (Oryza
sativa) (Shastry et al. 1960; Misra et al. 1967), sorgum (Sorghum propinquum)
(Magoon et al. 1961) ve domates (Lycopersicon esculentum) (Barton et al. 1950;
Ramanna et al. 1967) dahil olmak tizere diger bitki tiirlerinde sitogenetik harita gelisimi
icin faydali oldugunu kanitlamistir. Bununla birlikte, benzer biiylikliikteki
kromozomlara sahip bitki tiirleri, kesin sitogenetik ¢oziiniirliik ve karyotipleme igin ek

tekniklerin gelistirilmesini gerektirmistir.

1968'de Caspersson ve arkadaslari, bitki kromozomlar1 tizerinde ek bantlama desenleri,
Q bantlar iiretmek igin floresan boya kinakrin kullanmistir (Casperson et al. 1968).
1972'de Vosa ve Marchi, Giemsa C-bantlamasini, fasulye (Vicia faba), omurgali
sartmsak (Allium carinatum) ve musirin kromozomlari {izerindeki Q-bantlamasiyla
karsilastirmistir.  Kromozom  bantlama  tekniklerinin  gelistirilmesi, = mayotik
kromozomlardan daha kolay elde edilen somatik kromozomlarin yararliligina biiyiik
Olgiide katki saglamistir. Giemsa boyama teknikleri, bireysel c¢eltik prometafaz

kromozomlarmin (Kurata et al. 1978) ve ayrica diploid ¢avdar (Secale cereale) (Gill et
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al. 1974) ve Emir arpa (Hordeum vulgare) (Linde-Laursen 1975) bitkileri i¢in karyotip

gelisiminin tanimlanmasina izin vermistir.

Bitkiler i¢in sitolojik teknikleri iyilestirme c¢abasinda olan Schweizer, soguk ©n
islemlerin, Vicia faba harig, c¢alisilan tiirlerin ¢ogu i¢in kromozom gorsellestirmesini
arttirdigin1 géstermistir (Schweizer 1973). Optimum boyama kosullarinda bile, tim
kromozomlar1 agikca ayirt edebilme yetenegi, bazi bitki tiirlerinde kromozomlarin dogal
morfolojik benzerlikleri ile engellenebilmektedir (Mok et al. 1976; Pijnacker et al.
1984; Yu et al. 1991).

Yillar boyunca, karmin bazli ve bantlama tekniklerinin varyasyonlar1 farkli bitki
tirlerinin sitogenetik karakterizasyonu i¢in adapte ve optimize edilmistir (Schweizer
1973; Gill et al. 1974; Linde-Laursen 1975; Kurata et al. 1978; Lavania 1978; Yu et al.
1991). Bu klasik yaklasimlarin kromozom karakterizasyonu i¢in paha bi¢ilmez oldugu
kanitlanmistir. Ancak kromozomlar {izerinde spesifik DNA sekanslarinin dogrudan
gorsellestirilmesine izin veren yerinde hibridizasyonun gelismesi sitolojiyi molekiiler

biyoloji ile birlestirerek ileriye dogru kuantum sigramasina neden olmustur (Gill and
Friebe 1998; Harper and Cande 2000).

Sitogenetik hiicre icerisindeki elementleri takip ederek kalitimin isleyisini anlamaya
calisan bir bilim dalidir. Klasik sitogenetik donemden, modern molekiiler sitogenetik
doneme gecis kalittmin temel unsuru olan deoksiribontikleik asit (DNA) molekiillerinin
teknolojik gelismeyle orantili olarak goriintiilenebilmesiyle iki asamada ger¢eklesmistir.
[k adim, hiicre icerisindeki kromozomlarin dogal yapisin1 bozmadan diger bir ifadeyle,
in situ sartlarda hibridizasyon yapabilme kabiliyetinin gelistirilmesiyle baglamistir (Gall
and Pardue 1969). Bu baslangi¢ asil ivmesini prob DNA'nin radyoaktif molekiillerle
isaretlenmis/labellenmis sentezden, floresan molekiillerle isaretlenmis/labellenmis
senteze gegmesiyle gostermistir (Langer-Safer et al. 1982). Dolayisiyla prob DNA'nin
teknolojik gelismeyle birlikte isaretlenme ve hibridizasyon sonrasi goriintiilenme

yontemi en 6nemli ilerletici faktér olmustur.
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In situ hibridizasyon (ISH) tekniklerinin gelistirilmesi, dogal kromozom morfolojisine
bakilmaksizin, lizerinde calisilacak herhangi bir tiire ait sitogenetik analiz i¢in firsatlar
yaratmistir (Gall and Pardue 1969; Pardue and Gall 1969, 1975; John et al. 1969).
Bitkilerde, ISH problarin1 yapmak i¢in radyoaktif izleyici veya modifiye niikleotitlerin
(biyotin, digoksigenin veya fliioresan kisimlara eklenmig) kullanimi, hiicrelerde,
cekirdeklerde ve ayri ayri kromozomlarda mikroskobik gorsellestirme ile tamamlayici
dizilerin lokalizasyonuna izin vermektedir (John et al. 1969; Peacock et al. 1981;
Ambros et al. 1986; Shen et al. 1987; Xu and Earle 1994; Fransz et al. 1996). Dogrudan
ve dolayl floresans in situ hibridizasyon (FISH), son 25 yilda, Jiang ve Gill tarafindan
gozden gegirildigi haliyle, yaygin bir sekilde uygulanmistir (Jiang and Gill 2006).

Gilinlimiizde molekiiler sitogenetik yontemlerin temelinde floresan in situ
hibridizasyonu (FISH) bulunmaktadir. FISH'te ¢gogunlukla mitoz boéliinmenin metafaz
asamasindaki kromozomlar gorsel estetikligi ve elde edilebilme kolayligi sebebiyle
tercih edilmektedir. Bu sebeple, FISH ile kromozomlar {izerinde belirli DNA dizilerinin
yeri tespit edilebilmektedir. FISH'in hassasiyet ve spesifikligi/kesinligi, diger bir ¢ok
kromozomlar1 tanimlama esasina dayanan sitogenetik yontemlere gore daha fazladir (de
Jong et al. 1999). Goriintiileme, prob DNA-sinyal arttirnmindaki teknolojik gelismelerle
birlikte molekiiler rekombinant DNA teknolojilerinin de entegre edilmesiyle uygulanan
FISH teknigisitogenetik caligmalara modern bir perspektif kazandirmistir (Figueroa and
Bass 2010). Cok kisa zamanda FISH genom analizi ¢aligmalarinda biiyiik etkilere sahip
olmaya baslamistir. Buetkiler icerisinde, ¢ok hizli bir teknik olmasi ve hizli sonug
gostermesi, hibridizasyon ve hibridizasyonu tespit etme etkinliginin yiiksek olmasi,
boyutsal ¢oziiniirliigliniin fazla olmasi, kisa siirede ¢ok sayida hiicrenin analizine imkan

saglamasi gibi 6zellikleri 6ne ¢ikmaktadir (de Jong et al. 1999; Jiang and Gill 2006).

Her ne kadar FISH, benzersiz veya diisiik kopyaya sahip dizileri haritalamak i¢in yaygin
olarak kullanilsa da, kromozom tanima kokteylleri iiretmek ile yakindan iliskili bitki
tirlerinde veya poliploidlerde genom iliskilerini aragtirmak i¢in tekrarlayan diziyi
lokalize etmek i¢in de kullanilmaktadir (Lysak et al. 2001; Lysak et al. 2003; Kato et al.
2004; Lamb and Birchler 2006). FISH'in yapisal, karsilastirmali ve fonksiyonel
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genomikteki genis uygulamalari, bitki genom aragtirmalarmi tamamlamak,
hizlandirmak veya yonlendirmek igin bitki sitogenetigini essiz bir konuma

yerlestirmektedir (Suzuki et al. 1991; Albini 1994).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada, Allium cinsine ait Allium oreophilum (Sultan sogani), Allium
sphaerocephalon (yilan sarimsagi) ve Allium porrum (Pirasa) bitkileri kullanilmistir.
A.porrum Krolland PlantiCo Zielonki tohumluk firmasi ve A. sphaerocephalon, A.
oreophilum yumrular1 Benex Bahge Uriinleri firmasindan (Chrzypsko Wielkie,

Polonya) temin edilmistir.

Bitkilerin yetistirilmesi: Allium porrum tohumlar1 nemledirilmis filtre kagidi {izerine
ekimleri yapilmis ve oda sicakliginda 4 giin bekletildikten sonra kdk ucu Ornekleri

alinmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Allium porrum tohumlari nemledirilmis filtre kagidi tizerine ekimleri
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Allium sphaerocephalon ve Allium oreophilum yumrulari, toprak karigimi (1
vermiculite ve 1 torf) iceren saksilara ekilmistir. Bir hafta sonra kok ucu ornekleri

alimmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Allium sphaerocephalon ve Allium oreophilum yumrulari ¢imlendirme igin
saksilara dikimi

3.2. Feulgen Boyama

Allium sphaerocephalon ve Allium oreophilum tiirleri igin kok uglari, Silesian
Universitesi seralarinda saks1 ortaminda yetisen soganciklarin 1,5-2 cm uzunlugundaki
kok uglart alinmigtir. Allium porrum tiirii i¢in petri kaplarinda ¢imlendirilen bitkiciklerin
koklerinden ornekler almmustir. Kok uglari, 3-5 saat siiresince 8-hidroksikinolin
soliisyonu icerisinde bekletilmis (Sekil 3A) ve 3:1 etanol/asetik asit i¢erisinde fiksasyon
islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra 6rnekler, SN HCL ile oda sicakliginda muamele
edilmis ve hemen akabinde 6rnekler oda sicakliginda Schiff'in reaktifine aktarilmistir ve
burada kok ucu dokusu mor rengi alincaya kadar bekletilmistir (yaklasik 30 dk) (Sekil
3B). Daha sonra kok ucu 6rnekleri lam iizerine yayilarak asetik asit damlast yardimi ile

ezilmistir (Sekil 3C). Daha sonra slaytlar mikroskop altinda incelenmesi igin, lamel
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soguk uygulamasi (kuru buz iizerinde 15 dakika bekletilir) ile ayrilmis (sekil 3D) ayni
giin igerisinde analiz edilmis veya daha sonra inceleme yapilacak ise +4°C'de birkag
giin bekletilmistir. Bu calismamizda Yaklagik 250 adet slayt hazirlanmis ve 5 adeti

analiz i¢in kullanilmistir.

Sekil 3.3. A: 8-hidroksikinolin soliisyonu igerisinde kok uglar1 B. Schiff'in reaktifi igerisinde
kok uglar1 C. Kok ucu drnekleri lam {izerine yayilarak asetik asit damlasi yardim ile ezilmistir
D. slaytlar mikroskop altinda incelenmesi i¢in, lamel soguk uygulamasi
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3.3. Giimiis Boyama

3.3.1. Slaytlarin hazirlanmasi

Kullanilacak slaytlar alkol/eter (1:1) karisimi ile temizlemistir. Alinan kok uglar1 8-
hidroksikinolin i¢inde 4 saat siirede bekletilmis ve daha sonra fiksasyon islemine tabi
tutulmustur. Fiksasyon solusyonu igerisinde kok ornekleri +4°C sicaklikta en az 24 saat
bekletilmigtir. Daha sonra kokler sitrik tampon igerisinde 3 kez her defa 5 dakika
bekletilmistir. Daha sonra sitrik tampon pipet yardimi ile uzaklastirilmistir. Enzim
solusyonu kok oOrneklerinin iizerine eklenmis ve 37°C’de yaklasik bir saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras tiiplerden enzimler mikropipet yardimi ile uzaklastirilmis
ve tiiplere sitrik tamponu eklenmis ve 4°C’de buzdolabinda 15 dakika bekletilmistir.
Kok ornekleri, analiz i¢in lam {izerine yerlestirilmis ve daha sonra lamel kapatilarak

ezme ve yayma islemi gerceklestirilmistir.

3.3.2. Giimiis boyama

Slaytlar, 0.01M borat tamponunda (pH 9.2) 20 dakika oda sicakliginda bekletilmis
(sekil 4A), sonra slaytlar iki kez damitilmig suyla durulanip kurutulduktan sonra her
slayta taze hazirlanmig 50 pl giimiis nitrat solusyonu uygulanmustir (Sekil 4B). Sonra
slaytlarin {izerine naylon tiil ortiilmiis (Sekil 4C,D) ve nemli bir ortamda (sekil 5A)
42°C'de ortalama 1 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir (inkiibasyon siiresi tiire gore
farklilik gosterir) (sekil 5B). Calismamizda, Allium oreophilum i¢in 50 dakika, Allium
sphaerocephalon 80 dakika ve Allium porrum tiirii i¢in 40 dakika bekletilmistir, slaytlar
¢ kez saf su ile yikanip kurulanmistir (Sekil 5C). Slaytlar kuruduktan sonra lamel,
yapistirict ile lama yapistirilmis ve mikroskop altinda incelelenmistir. Glimiis boyama
caligmasinda yaklagik 100 adet kadar slyte hazirlanmis en iyi 5 tanesi analiz icin

kullanilmustir.
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Sekil 3.4. A: Slaytlar borat tamponunda, B.giimiis nitrat solusyonu uygulamasi, C.
Naylon tiiliin slaytlar lizerine kapatilmasi D slaytlarin lizerine naylon tiil ortiilmiis hali
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Sekil 3.5. A: Slaytlarin nemli ortama konulmasi B. Slaytlarin nemli ortamda
inkiibasyonu C. Slaytlarin saf su ile yikanmasi
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3.4. DAPI ve CMA3 Boyama

3.4.1. Slaytlarin hazirlanmasi

DAPI ve CMA3 analizlerinde kullanilacak slaytlarin hazirlanmasi 3,2,1boliimiinde
belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

3.4.2. DAPI ve CMABS reaksiyonu

Her bir slayt tizerinde 40 ul CMA3 ¢alisma solusyonu damlatilarak uygulama yapilmis
ve naylon ile ortiilmiistiir. Uygulama yapilmis slaytlar, karanlikta 1 saat bekletilmis,
daha sonra saf su ile durulanmis ve slaytlarin tizerine DAPI+vectashield solusyonundan
10 pl eklenip lamel ile ortlilmiistiir. Daha sonra slaytlar 2 giin boyunca 37°C'de inkiibe

edilmis ve mikroskop altinda incelemeler gerceklestirilmistir.

3.5. Floresan in situ Hibridizasyonu (FISH)

3.5.1. Slaytlarin hazirlanmasi

FISH analizlerinde kullanilacak slaytlarin hazirlanmas1 3.3.1 bolimiinde belirtildigi

sekilde gerceklestirilmistir.

3.5.2. FISH analizi

3.5.2.a. Problarin hazirlanmasi

Iki adet prob kullanilmistir. Bunlar, 25s rDNA ve 5s rDNA’dur.
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3.5.2.b. Niikletidlerin hazirlanmasi

Her bir nukleotidin ¢alisma konsantrasyonu 0.4 mM’dir. Nukleoitd stok solusyonundan

(100 mM) asagidaki sekilde ¢alisma konsantrasyonu hazirlanir.

3.5.2.c. dATP nukleotidi

2 ul dATP nukleotid stok solusyonuna 48 pl EB tampon ¢dzeltisi eklenir ve 4 mM
dATP solusyonu hazirlanir. Daha sonra,10 ul 4 mM dATP ile 90 pl EB tampon
karistirilarak 100 pl 0.4 mM dATP elde edilir.

3.5.2.d. dCTP nukleotidi

2 ul dCTP nukleotid stok solusyonuna 48 pl EB tampon ¢ozeltisi eklenir ve 4 mM
dCTP solusyonu hazirlanir. Daha sonra,10 pl 4 mM dCTP ile 90 pul EB tampon
karistirilarak 100 pl 0.4 mM dCTP elde edilir.

3.5.2.e. dGTP nukleotidi

2 ul dGTP nukleotid stok solusyonuna 48 pul EB tampon ¢o6zeltisi eklenir ve 4 mM
dGTP solusyonu hazirlanir. Daha sonra,10 pl 4 mM dGTP ile 90 pl EB tampon
karistirtlarak 100 pl 0.4 mM dGTP elde edilir.

3.5.2.f. dTTP nukleotidi

2 ul dTTP nukleotid stok solusyonuna 48 pl EB tampon ¢ozeltisi eklenir ve 4 mM
dTTP solusyonu hazirlanir. Daha sonra,10 pul 4 mM dTTP ile 90 pul EB tampon
karistirtlarak 100 pl 0.4 mM dTTP elde edilir.
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3.5.2.9. Prob DNA’nin isaretlenmesi

5s rDNA problari, digoxigenin-11-dUTP (1mM:Roche,1093 088) ile, 25s rDNA
tetramethyl-rhodamine-5-dUTP (1mM Roche, 1534 378) ile isaretlenmistir. Etiketleme
isleminde Roche firmasindan temin edilen kit (976 776) kullanilmustir.

3.5.2.h. Probe DNA 25srDNA

[lk olarak asagida siralanan etiketleme karisimi buz iizerinde hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Prob DNA 25srDNA hazirlamasinda kullanilan solusyonlar ve miktarlar

Solusyon Hacim (pul)
dCTP (0.4 mM), 2.5ul
dATP (0.4 mM) 2.5ul
dGTP (0.4 mM) 2.5ul

prob DNA (25s rDNA) 6 ul

dTTP (0.4 mM) 1.67 ul
tetramethyl-rhodamine-5-dUTP (1mM) 0.83 ul
10xbuffer 2l

Nick translation enzyme 2 ul
Toplam 20 pul

Bu asamada 20 pl olarak hazirlanmig etiketleme karistmi, PCR cihazinda nick
translasyon islemine tabi tutulmustur. PCR cihazi; 90 dakika 15°C, 10 dakika 65°C ve
4°C () bekletecek sekilde programlanmistir. Bu asamadan sonra eslesmemis
nukleotidlerin uzaklastirilmasi i¢in etanol ¢oktiirmesi yapilmistir. PCR islemi sonrasi
tiiplere 2l 3M NaAc (1/10 oraninda) ve 50 pl etanol (2.5 x oraninda) eklenmis ve en az
2 saat -20°C’de bekletilmis ve 13 krpm’de santrifiij edilerek supernatant
uzaklastirilmigtir. Geriye kalan DNA peleti uygun hacimde IxTE tampon igerisinde

¢Ozdiiriilmiis ve analize kadar -20 °C saklanmuistir.
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3.5.2.1. Probe DNA 5srDNA

Ilk olarak asagida siralanan etiketleme karisimi buz iizerinde hazirlanmistir,

Cizelge 3.2. Prob DNA 5srDNA hazirlamasinda kullanilan solusyonlar ve miktarlari

Solusyon Hacim (ul)
dCTP (0.4 mM), 2.5ul
dATP (0.4 mM) 2.5ul
dGTP (0.4 mM) 2.5ul

prob DNA (5s rDNA) 6 ul

dTTP (0.4 mM) 1.67 ul
digoxigenin-11-dUTP (1mM:Roche,1093 088) 0.83 ul
10xbuffer 2 ul

Nick translation enzyme 2 ul
Toplam 20 pul

Bu asamada 20 pl olarak hazirlanmig etiketleme karistmi, PCR cihazinda nick
translasyon islemine tabi tutulmustur. PCR cihazi; 90 dakika 15°C, 10 dakika 65°C ve
4°C () bekletecek sekilde programlanmistir. Bu asamadan sonra eslesmemis
nukleotidlerin uzaklastirilmasi i¢in etanol ¢oktiirmesi yapilmistir. PCR islemi sonrasi
tiiplere 2l 3M NaAc (1/10 oraninda) ve 50 pl etanol (2.5 x oraninda) eklenmis ve en az
2 saat -20°C’de bekletilmis ve 13 krpm’de santrifiij edilerek supernatant
uzaklastirilmistir. Geriye kalan DNA peleti uygun hacimde IXxTE tampon igerisinde

¢Ozdiiriilmiis ve analize kadar -20°C saklanmustir.

3.5.2.i. Denaturasyon ve hibridizasyon karisimi

Bu asamada prob ve 6rnek DNA’nin tek dizin haline getirilmesi ve tekrar eslesmesi
saglanmistir. Hibridizasyon karisimi asagidaki siraya gore hazirlanmig ve iyice

karistirilmastir.
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Cizelge 3.3. Denaturasyon ve hibridizasyon asamasinda kullanilan solusyonlar ve
miktarlar

Solusyon ul/slayt Final konsantrasyon
%100 formamid 20 %50

%50 w/v dekstran sulfat 8 %10

20 x SSC 4 2X

%10 SDS w/v SDS 2 %0.5

prob DNA (25SrDNA) 2 25-100 ng/slayt
Prob DNA (5SrDNA) 2.4 25-100 ng/slayt
Steril Distile su 1.6

Toplam 40

2- Hibridizasyon karisimi 10 dakika siiresince 80°C ve hizli bir sekilde buz ortamina

aktarilarak 10 dakika bekletilerek denaturasyon islemi gerceklestirilir.

Sekil 3.6. Soliisyonlar tup i¢ginde sicak su banyosunda

3- Her bir slayta 38 pl denature olmus hibridizasyon karisimi eklenir ve plastik ortii
(coverslip) ile kapatilir. Daha sonra slaytlar, 1sitma tablasi iizerine alinir ve 70-90 °C’de

5-10 dakika bekletilir.
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Sekil 3.7. Slaytlar 1s1tma tablas1 tizerindeki goriintiisii

4-Daha sonra slaytlar plastik ortii ile kaplanmig vaziyette bir giin boyunca inkiibatorde

37°C bekletilerek sogutulur.

5- Slaytlarin tizerine 50 pl RNase solusyonu eklenmistir. RNase solusyounu; 1485ul
2xSSC tampon ¢ozeltisi ve 15 pl RNase’den olusmaktadir. Daha sonra slaytlar plastic
ortii ile kaplanmis ve 1 saat boyunca inkiibatorde 37°C bekletilmistir (Sekil 3.8)

Sekil 3.8. Slaytlar plastik ortii ile kaplanmis ve nemli bir ortamda inkiibe edilmistir.
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3.5.2.J. Yikama islemi

Bu asamada, DNA-DNA eslesmesi yapmamis problarin uzaklastirilmasi saglanir. Ilk
olarak slaytlarin lamlar1 uzaklastirilir ve yikama kaplarinda 42°C’de 2xSSC tampon
coOzeltisinde 4 dakika, daha sonra 2 kez 5 dakika olacak sekilde 0.1xSSC tampon
¢ozeltisinde ve son olarak 3 kez 3 dakika olacak sekilde SSC tampon ¢ozeltisinde 42°C
ve 3 kez 3 dakika olacak sekilde SSC tampon ¢ozeltisinde oda sicakliginda yikama
islemi yapilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Slaytlar sirasi ile yikanma kabinda

3.5.2.k. Probun imuno belirlenmesi

1- Slaytlar iizerine reaksiyonu durdurmak i¢in 50-150 pl arasi engelleme solusyonu

eklenmis ve 20 -30 dakika beklenmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Slaytlar tizerine reaksiyonu durdurmak i¢in durdurma solusyonu eklenmesi

2- Slaytlar tizerinden plastik lamel kaldirilir ve slaytlar iizerine Sul FITC conjugated
anti digoxigenin ve 30ul engelleme solusyonu (toplam 35 pl) eklenmis ve 1saat 37
°C’de inkiibe edilmistir.

3- Inkiibasyon sonrasi, slaytlar tween 4xSSC tamponu ile 3 kez 8 dakika 37 °C’de
sicak su banyosunda bekletilerek yikanmuistir.

4-  Slaytlarin lizerine 5 pl anti body-anti sheep+ 30ul engelleme solusyonu (toplam 35
ul) eklenmis ve 1saat 37 °C’de inkiibe edilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Slaytlarin {izerine anti body-anti sheep ve durdurma ajan1 eklenmesi
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5- Slaytlar, tween 4xSSC tamponu 3 kez 8 dakika 37 °C’de sicak su banyosunda
bekletilerek yikanmustir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Slaytlar sicak su banyosunda bekletilmeleri

3.5.2.1. Slaytlarin gorsel incelenmesi ve fotograflarinin ¢ekilmesi:

1. Daha sonra slaytlar sirasi ile %70 etanolde 1 dakika,%90 etanolde 1 dakika ve %96
etanolda 1 dakika bekletilmis ve sonrasinda kurutma kaplarinda kurutulmustur.
2. Kurutulmus slaytlarin {izerine 10ul DAPI Stock+vectashield eklenmis ve

mikroskop gozlemlerine kadar +4 °C’de bekletilmistir.

Cizelge 3.4. Kullanilan floresan renkler ve uyarma ve emisyon miktarlari

Renk Uyarma maks. | Emisyon maks. (Nm)
(Nm)

AMCA Mavi 399 446

Fluorescein Green 494 523

CY3 Kirmizi 552 565

Rhodamine Red 555 580

Texas Kirmizi Kirmizi | 590 615
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3.6. Solusyonlarin Hazirlanmasi

3.6.1. 8-hidroksikinolin

1 litre saf su i¢ine 0.28 gr 8- hidroksikinolin eklenir ve manyetik karistirict iizerinde
karistirilir. 8-okxyqunoline solusyonu 1s18a hassas oldugu i¢in karistirma ve saklama
sisesinin lizerini aliminyum folyo ile kapatilir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanir

(Sekil 3.13).

Sekil 3.13. 8-hidroksikinolin sisede foil ile kapatilip ve karistirict izerinde bekletilir.

3.6.2. 5N HCI

1 L 5N HCI hazirlmak i¢n, 507 ml saf suya 493 ml 537’lik HCL eklenir.

3.6.3. Fiksasyon soliisyonu

3 hacim etanol 1 hacim asetik asit karistirilarak hazirlanmistir.
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3.6.4. 10 mM Sitrik tampon

Sitrik tampon i¢in 2.1 gr sitrik asit monohidrat 100 ml saf suda karistirilir ayrica 2.94 gr
trisodium sitrat dihidrat (Poch, 200-6753) 100 ml saf suya konup eritilinceye kadar
karistirihir. Daha sonra iki ¢ozelti karistirilarak -20°C derin dondurucuda saklanir.
Analiz i¢in, 90 ml saf su ile derin dondurucada bekletilen karisimdan 10 ml

eklenenlerek 10 mM sitrik tampon ¢ozeltisi hazirlanir.

3.6.5. Enzim solusyonlarinin hazirlanmasi

Calismada seliilaz ve pektinaz enzimleri kullanilmistir. Aspergillustan (sigma=c1184-5
ku) alinan 0.1 gr seliilaz ile 0.1 gr pektinaz (sigma=p4716-25 ku) 10 mM sitrik tampon

igerisine eklenip karigtirilir ve kiigiik tiipler igine konularak -20 °C saklanir.

3.6.6. Giimiis nitrat soliisyonu

Gilimiis boyama i¢in 1gr giimiis nitrat 2 ml saf suya eklenir ve karistirlir.

3.6.7.0.01 M Borat Tamponu (pH:9)

Hazir olarak alinabilir ve +4°C dolapta tutulur. 1:loraninda saf su ile karistirilarak

kullanilir.

3.6.8. Mcilvanie tampon (pH:7)

200M disodium hidrojen fosfat ile 100 mM sitrik asitin karistirilmasi ile elde edilir. Bu
tamponun ¢alisma solusyonu, 3 ml Mcilvanie tampon ¢6zeltisi, 3 ml saf suve 30 ul 1 M

MgCl. eklenmesi ile elde edilir.
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3.6.9. 1M Mgclz

12.18 gr Mgclz2’e 60 ml saf su ilave edilerek hazirlanir

3.6.10. DAPI Stok soliisyon

10 mg DAPI, 5ml saf suya eklenerek hazirlanir. DAPI calisma solusyonu 998 pul
Mcilvanie tampon ¢ozeltisine 2 pl DAPI stok solusyonundan eklenerek hazirlanir.

(FISH analizi igin)

3.6.11. DAPI (1:10) soliisyonu

10ul DAPI stok solusyonuna 90 pl saf su eklenerek hazirlanir.

3.6.12. DAPI+vectashield soliisyonu

100 pl vectashield solusyonuna (Vectorlabs H-1200) 6 ul DAPI eklenerek hazirlanir.

3.6.13. Kromo stok soliisyonu

10mg CMA+3’ne 2ml kromomisin tamponu eklenerek hazirlanir

3.6.14. CMA+3 ¢alisma soliisyonu

100 ul Kromo stok solusyonuna 900 pl kromomisin tamponu eklenerek hazirlanir.
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3.6.15. 20xSSC

800 ml litre saf su igine: 175.3 g NaCl (3M) ve88.3 g tri-sodyum sitrat dihidrat (0.3M)
eklenmis, kanistinllmis, pH 7’ye ayarlanmis ve 1 litreye tamamlanmis ve strelize

edilmistir.

3.6.16. 2xSSC

100ml 20xSSC solusyonu ile 900ml dH»O karistirilmistir.

3.6.17. 0.1SSC

50 ml 2xSSC solusyonu ile 950ml dH20 karistirilarak hazirlanmastir.

3.6.18. Tween /4xSSC

200ml 20xSSC solusyonu ile 2ml Tween 20 (Sigma P 1379) ve798 ml dH20 eklenerek

hazirlanmustir.

3.6.19. Formamide-Sigma F-7503

500 ml formamide igin:

25 gr "Amberlite” IRN-150L monobed mixed resin (Merck 55179 4K) ile 500ml

formamide eklenerek hazirlanir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Formamide-Sigmanin hazir sekli

3.6.20. %10 SDS (sodium dodecyl sulphate)

10gr SDS (Sigma L 4390)100 ml saf su icerisinde ¢ozeltilir ve filter strelize edilir.

3.6.21. %50 dekstran sulfat (DS)

50 gr dekstran sulfat 100 ml saf su igerisinde ¢ozeltilir

3.6.22. Engelleme solusyonu

20 ml 20xSSC solusyonu ve 5 gr yagsiz siit tozu ile 80 ml steril saf su ile karistirilir. 2

ml’lik hacimlerde -20 °C’de saklanir.

3.6.23. RNase icin tampon

50 ml tampon i¢in:10mM Tris HCLvel5mM NacCl ile 50ml saf su karigtirilir.
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3.6.24. RNase

10 ml RNase tampon ile 0.1 gr RNase (ribonuclease A from bovin pancreas,Sigma-R-
5503) karistirilir.

3.6.25. 10x PBS buffer, pH=7

Bunu hazirlamak i¢in A ve B solusyonlari hazirlanir. A solusyonunu hazirlanmak igin
450ml saf su igerisine 6.3 gr NaoHPOs ve36.82 gr NaCl eklenir ve karistirilir. B
solusyonu i¢in, 100ml saf su icerisine 1.56 gr NaH2PO4.2H20 ve 8.18 gr NaCl eklenir
ve karistirilir. Daha sonra solusyon A’nin igerisine solusyon B’den pH 7 oluncaya dek

eklenir ve 500 ml tampon ¢ozelti elde edilir. Otoklav sterilizasyonu uygulanir.

3.6.26. FITC- conjugated anti-digoxygenin (Roche-1207741)

200ug anti-dig-fl + 1ml saf su (Sekil 3.15)

Sekil 3.15. FITC- conjugated anti-digoxygenin

3.6.27. FITC- conjugated Anti-Sheep(Jackson immunoresearch 313-096-003)

1ul FITC-conjugated anti-sheep antibody+ 49 ul blocking reagent
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Feulgen Boyama

Analiz yapilan Allium tiirlerinde temel kromozom sayis1 x = 8 olarak bulunmustur.
Analiz edilen tiirler igerisinde, sultan soganinin (A. Oreophillum) diploit (2n=16), yilan
soganinin (A. sphaerocephalon) triploit (2n=24) ve pirasanin (A. porrum) tetraploit
(2n=32) oldugu tespit edilmistir. Yapilan karyotip c¢aligmalari sonucunda, Allium
tirlerinde metasentrik  kromozomlarin c¢ogunlukta oldugu submetasentrik ve

subtelosentrik kromozomlarin da bulundugu belirlenmistir.

4.1.1. Allium oreophillum

A. oreophillum tiiriiniin mikroskop altinda 400x biiyiitiilmiis kromozom goriintiisii sekil
5’te sunulmustur. Analiz edilen A. oreophillum tiiriiniin kromozom boylarinin 6.96 ile
12.42 pm arasinda degistigi gozlenmistir. En kisa kromozom boyu 6.96 um ile 8.1
numarali kromozom, en uzun ise 12.42 um ile 1.1 numarali kromozom olmustur.
Yildizli olarak gosterilen (kromozom 9.1 ve 10.2) kromozomlarda NOR bdlgelerinin
bulundugu ve bu bolgelerin 5.8S, 18S ve 28S ribozomal RNA'y1 kodladiklari tespit
edilmigtir (Sekil 4.1). A. oreophillum tirii kromozomlari kol indeksi agisindan
degerlendirildiginde, en yiiksek kol indeksi 3.09 ile 6.2 numarali kromozomda
gerceklesmis ve en diisiik kol indeksi ise 1.08 ile 7.2 numarali kromozomda
gozlenmistir. Kromozom tipleri agisindan A. oreophillum tiirii degerlendirildiginde 2
homolog kromozomun (7.1, 7.2, 8.1, ve 8.2 numarali kromozomlar) metasentrik, 5
homolog kromozomun (1.1, 1.2, 2.1, 2.2, 3.1, 3.2, 4.1, 42, 5.1, ve 5.2 numaral
kromozomlar) submetasentrik ve 1 homolog kromozomun (6.1, 6.2) subtelosentrik

oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1. A. oreophillum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 (2n=2x=16)

Cizelge 4.1. Allium oreophillum tiirtine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi
ozellikleri

Homolog Kromozom | p q Kol indeksi Kromozom
kromozom no | boyu (um) tipi
1 1 1242 457 [7.85 1.7177243 sm
2 | 12.06 446 |7.6 1.7040359 sm
2 1 ]11.83 433 |75 1.7321016 sm
2 1182 432 |75 1.7361111 sm
3 1 [116 4.2 7.4 1.7619048 sm
2 |11.36 416 |7.2 1.7307692 sm
4 1 ]10.23 323 |7 2.1671827 sm
2 1993 293 |7 2.3890785 sm
5 1 194 3.4 6 1.7647059 sm
2 196 3.5 6.1 1.7428571 sm
6 1 1914 224 | 6.9 3.0857377 st
2 |9.53 233 |72 3.0901288 st
7 1 |7.73 2.87 | 4.86 1.6933798 m
2 |8.32 4 4.32 1.08 m
8 1 [6.96 2.66 |4.3 1.6165414 m
2 | 763 355 [4.08 1.1492958 m




40

JCIR G tn

Sekil 4.2. A. oreophillum tiiriinde Feulgen boyama ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlarinin karyotipleri

10um

4.1.2. Allium shearocephalon

A. shearocephalon tiiriiniin mikroskop altinda 400x biiyiitiilmiis kromozom goriintiisii
sekil 7°te sunulmustur. Analiz edilen A. shearocephalon tiiriiniin kromozom boylarinin
7.97 um ile 13.16 um arasinda degistigi gozlenmistir. En kisa kromozom 7.97 um ile
8.3 nolu kromozom, en uzun kromozom ise 13.16 pum ile 1.1 numarali kromozom olarak
belirlenmistir. A. shaerocephalon tiiri kromozomlar1 kol indeksi agisindan
degerlendirildiginde, en yliksek kol indeksi 5.1 numarali kromozomda 1.78 degeri ile
gerceklesmis buna karsilik en diisilk kol indeksi ise 1.01 degeri ile 1.1 numarali
kromozomda goézlenmistir (Cizelge 4.2). Kromozom tipleri acisindan A.
shaerocephalon tiirii degerlendirildiginde, en fazla metasentrik kromozom tipi (21
kromozomda) gdzlenmistir ve bunu 3 adet kromozom ile subtelosentrik kromozom tipi

takip etmistir. 17.2 nolu kromozomda NOR bélgesinin bulundugu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. A.shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlari (2n=3x=24)
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Cizelge 4.2. Allium shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi
ozellikleri

Homolog Kromozom | p q Kol indeksi | Kromozom
kromozom boyu (um) tipi
no
1 1 13.16 6.51 6.65 1.0215054 | m
2 12.28 4.67 7.61 1.6295503 | m
3 11.33 4.72 6.61 1.4004237 | m
2 1 11.45 4.93 6.52 1.3225152 | m
2 11.25 4.55 6.7 14725275 | m
3 11.05 5.39 5.66 1.0500928 | m
3 1 11.16 5.05 6.11 1.209901 m
2 10.34 4.68 5.66 1.2094017 | m
3 10.52 4.45 6.07 1.3640449 | m
4 1 10.28 5.1 5.18 1.0156863 | m
2 10.01 4.3 5.71 1.327907 m
3 10.64 4.46 6.18 1.3856502 | m
5 1 10.23 3.67 6.56 1.7874659 | sm
2 9.61 3.51 6.1 1.7378917 | sm
3 10.3 3.79 6.51 1.7176781 | sm
6 1 9.93 3,89 6,04 1.5526992 | m
2 9.8 4.74 5.06 1.0675105 | m
3 9.72 4.14 5.58 1.3478261 | m
7 1 9.95 4.89 5.06 1.0347648 | m
2 9.49 4.05 5.44 1.3432099 | m
3 9.09 3.85 5.24 1.361039 m
8 1 8.52 3.59 4.93 1.3732591 | m
2 8.76 3.36 5.4 1.6071429 | m
3 7.97 3.31 4.66 1.407855 m

WU 2C ol 2 ate 35 (2 e
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Sekil 4.4. A. shearocephalon tiiriinde Feulgen boyama ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlarmin karyotipleri
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4.1.3. Allium porrum

A. porrum tiiriinliin mikroskop altinda 400x biiyiitiilmiis kromozom goriintiisii sekil 9’da
sunulmustur. Analiz edilen A. porrum tiiriiniin kromozom boylarinin 14.57 ile 24.18 pm
arasinda degistigi gézlemistir. En kisa kromozom 14.57 pum ile 8.4 nolu kromozom, en
uzun kromozom ise 24.18 um ile 1.2 numarali kromozom olarak belirlenmistir. A.
porrum tiirii kromozomlar1 kol indeksi agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek kol
indeksi 8.4 numarali kromozomda 2.98 degeri ile gerceklesmis buna karsilik en diisiik
kol indeksi ise 1.006 degeri ile 2.3 numarali kromozomda gozlenmistir (Cizelge 4.3).
Kromozom tipleri agisindan A. porrum tiirii degerlendirildiginde, 16 adet kromozomda
submetasentrik kromozom tipi (16 ve geri kalan 16 adet kromozomda ise metasentrik

kromozom tipi gézlenmistir. A. porrum tiriiniin tetraploit karyogrami Sekil 4.5’de

sunulmustur.

Sekil 4.5. 4. porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 2n=4x=32



Cizelge 4.3. Allium porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi 6zellikleri
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Homolog Kromozom p q Kol indeksi Kromozom
Kromozom no | boyu (um) tipi
1 1 23.24 8.73 1451 1.66208477 m
2 24.18 11.58 12.6 1.0880829 m
3 22.78 10.1 12.68 1.25544554 m
4 22.79 10.36 12.43 1.19980695 m
2 1 22.46 11 11.46 1.04181818 m
2 22.29 9.75 12.54 1.28615385 m
3 21.87 10.9 10.97 1.00642202 m
4 22.31 10.75 11.56 1.07534884 m
3 1 22.08 5.61 12.33 2.19786096 sm
2 21.32 7.82 135 1.726342 sm
3 20.4 7.3 13.1 1.7929 sm
4 21.58 7.48 14.1 1.8850 sm
4 1 20.03 7.63 12.4 1.62888283 m
2 19.17 7.17 12 1.673640 m
3 18.93 7.04 11.89 1.688920 m
4 18.93 7.11 11.82 1.662447 m
5 1 18.37 5.49 12.88 2.34608379 sm
2 18.22 5.09 13.13 2.57956778 sm
3 18.16 6.16 12 1.94805 sm
4 18.19 6.39 11.8 1.846635 sm
6 1 17.94 6.8 11.14 1.6382 m
2 17.63 6.9 10.73 1.555072 m
3 17.48 6.92 10.56 1.52601156 m
4 17.62 7.79 9.83 1.2618742 m
7 1 16.57 5.2 11.37 2.18653846 sm
2 16.5 5.22 11.28 2.16091954 sm
3 16.48 6.08 10.4 1.71052632 sm
4 16.41 5.82 10.59 1.81958763 sm
8 1 15.28 5.31 9.97 1.87758945 sm
2 15.03 5.39 9.64 1.78849722 sm
3 15.84 5.84 10 1.71232877 sm
4 14.57 2.28 6.8 2.98245614 sm
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Sekil 4.6. A. porrum tiriinde Feulgen boyama ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlariin karyotipleri

4.2. GUMUS boyama

Gilimiis boyama, niikleolar organizatorii bolgeleri (NOR) ile iliskili proteinlarin
boyanmasinda kullanilmaktadir (Ag-NORs) ve 35S rDNA gen bdlgesinin
transkripsiyonel olarak aktif olan lokuslarini gostermektedir. Bu calismada, analizi
yapilan tiirler icerisinde 35S rDNA gen bdlgesinin transkripsiyonel olarak aktif oldugu
en az bir ¢iftten fazla olan lokuslar gézlenmistir. Cogu zaman 35S rDNA lokusu pozitif

CMA3 bantlar ile birlikte yer almistir.
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4.2.1. Allium oreophillum

Sekil 4.7. A.oreophillum tiriinin giimiis nitrat ile boyanmig mitotik metafaz
kromozomlar1 (2n=2x=16)

Glimiis boyama sonucunda, sadece 4 lokusun transkripsiyonel olarak aktif oldugu
gozlenmigtir (Sekil 4.7). Glmiis boyama yontemi ile olusturulan karyogram
incelendiginde, 4. ve 5. homolog kromozonlarda aktif 35S rDNA lokusu gézlenmistir
(Sekil 4.8).

Giuimiis boyama analizinden elde edilen A. oreophillum tiiriniin kromozom boylarinin
7.07 ile 13.43 um arasinda degistigi gézlenmistir. A. oreophillum tiirii kromozomlar1 kol
indeksi ac¢isindan degerlendirildiginde, en yiliksek kol indeksi 3.45 ile 5.1 numarali
kromozomda ger¢eklesmis. en diisiik kol indeksi ise 1.12 ile 2.1 numarali kromozomda
gozlenmistir. Kromozom tipleri agisindan A. oreophillum tiirii degerlendirildiginde

kromozomlarda 10 adet kromozomda (1.1, 1.2, 2.1, 2.2, 6.1, 6.2, 7.1, 7.2, 8.1, 8.2
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numarali kromozomlar) metasentrik, 2 adet kromozomda (3.1, 3.2) submetasentrik, ve 4

adet romozomunda (4.1, 4,2, 5,1, 5.2) ise subtelosentrik oldugu tespit edilmistir

bWl absenest

Sekil 4.8. A. oreophillum tiriinde Giimiis boyama ile elde edilmis mitotic metafaz
kromozomlariin karyotipleri




Cizelge 4.4. Allium oreophillum tirine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi
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ozellikleri
Homolog Kromozom p q Kol indeksi Kromozom
kromozom no boyu (um) tipi
1 1 13.43 5.92 751 | 1.26858108 m
2 12.79 5.04 7.75 | 1.53769841 m
2 1 11.61 5.46 6.15 | 1.12637363 m
2 10.6 4.49 6.11 | 1.36080178 m
3 1 11.32 4.12 7.2 1.74757282 sm
2 10.55 3.5 7.05 |2.01428571 sm
4 1 11.3 2.8 8.5 3.03571429 st
2 11.06 2.48 8.58 | 3.45967742 st
5 1 10.8 2.55 8.25 | 3.23529412 st
2 9.45 2.3 7.15 | 3.10869565 st
6 1 10.53 4.51 6.02 | 1.33481153 m
2 8.07 3.2 4.87 | 1.521875 m
7 1 8.27 3.8 447 |1.17631579 m
2 8.49 341 5.08 | 1.48973607 m
8 1 7.07 2.77 4.3 1.55234657 m
2 7.62 2.87 4.75 | 1.65505226 m
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4.2.2. Allium shearocephalon

Sekil 4.9. A. shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 (2n=3x=24)

Glmiis boyama sonucunda sadece 8 lokusun transkripsiyonel olarak aktif olduguu
gozlenmistir  (Sekil 4.9). Glimiis boyama metot ile olusturulan karyogram
incelendiginde; 2, 6, 7, ve 8 numarali kromozom gruplarina ait kromozomlarda 35S
rDNA lokusu belirlenmistir (Sekil 4.10). Gilimiis boyama ile analiz edilen
A.Shearocephalon tiiriniin kromozom boylarmin 9.39 ile 14.29 pm arasinda degistigi
gozlenmistir.  A.Shearocephalon  tirii kromozomlar1 kol indeksi acgisindan
degerlendirildiginde, en yiiksek kol indeksi 5.1 numarali kromozomda 2.27 ile
gerceklesmistir, buna karsilik en diisiik kol indeksi ise 1.05 ile 6.2 numarali homolog
kromozomda gozlenmistir. Kromozom tipleri acgisindan A. shearocephalon tiiri
degerlendirildiginde 1.1, 1.2, 1.3, 3.1, 3,2, 3,3,4.1,4.2,4,3,6.1,6.2,6.3,7.1,7.2, ve 7,3
numaralt kromozomlarin metasentrik geriye kalan diger kromozomlarin ise

submetasentrik oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.5).
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Sekil 4.10. A.shearocephalon tiiriinde Giimiis boyama ile elde edilmis mitotic metafaz
kromozomlarinin karyotipleri

Cizelge 4.5. Allium shearocephalon tirine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi
ozellikleri

Homolog Kromozom | q p Kol indeksi | Kromozom
kromozom no boyu (um) tipi
1 1 14.29 7.41 6.88 1.0770349 m
2 13.66 7.6 6.06 1.2541254 | m
3 12.95 7.16 5.79 1.2366149 m
2 1 12.5 8.2 4.3 1.906976 sm
2 11.74 8.12 3.62 2.2430939 | sm
3 10.99 7.02 3.97 1.768262 sm
3 1 11.73 6.64 5.09 1.3045187 m
2 11.14 7.63 451 1.691796 m
3 11.64 7.14 4.5 1.58666 m
4 1 11.57 6.85 4.72 1.451271 m
2 11.65 6.24 541 1.1534196 m
3 11.51 6 5.51 1.0889292 m
5 1 11.46 7.96 3.5 2.2742857 | sm
2 11.43 7.5 3.93 1.9083969 | sm
3 11.17 7.22 3.95 1.8278481 | sm
6 1 11.09 6.3 4.79 1.3152401 m
2 11.03 5.66 5.37 1.0540037 m
3 10.54 6.34 4.2 1.5095238 m
7 1 10.89 5.76 5.13 1.122807 m
2 10.47 6.45 4.02 1.6044776 m
3 10.94 6.7 4.24 1.5801887 m
8 1 10.88 7.14 3.74 1.9090909 | sm
2 10.28 6.94 3.34 2.07784 sm
3 9.39 6.4 2.99 2.14046 sm
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4.2.3. Allium porrum

Sekil 4.11. A. porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 2n=4x=32

Gilimiis boyama sonucunda sadece 8 lokusun transkripsiyonel olarak aktif oldugunu
gozlenmistir (Sekil 4.11). Giimiis boyama metodu ile olusturulan karyogram
incelendiginde, 3 ve 7 kromozom gruplarina ait kromozomlarmn 35S rDNA lokusuna
sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12). Giimiis boyama yontemi ile analiz edilen A.
porrum tiriiniin kromozom boylarinin 19.85 ile 43.11 pum arasinda degistigi
gozlenmistir. A. porrum tiirii kromozomlar1 kol indeksi agisindan degerlendirildiginde,
en yiiksek kol indeksi 8.4 numarali kromozomda 2.78 ile ger¢eklesmistir buna kargilik
en disiik kol indeksi ise 1.01 ile 1.3 numarali kromozomda gdzlenmistir. Kromozom
tipleri agisindan 4.porrum tiirii degerlendirildiginde en fazla metasentrik kromozom tipi
(24 adet: 1.1,1.2,1.3,1.4,2.1,2.2,2.3,24,41,42,43,44,51,5.2,53,5.4,6.1, 6.2,

6.3, 6.4, 7.1, 7.2, 7.3, ve 7.4 numaral1 kromozomlarda) gézlenmistir ve geriye kalan 8

adet kromozomda ise submetasentrik kromozom tipi gézlenmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.12. A. porrum tirinde Giimiis boyama ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlarinin karyotipleri

Cizelge 4.6. Allium porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi 6zellikleri

Homolog Kromozom | q p Kol indeksi | Kromozom tipi
Kromozom no boyu (um)
1 1 43.11 22.51 | 20.6 1.09271845 | m
2 38.72 20.44 | 18.28 |1.11816193 | m
3 36.77 18.56 | 18.21 |1.01922021 | m
4 33.8 17.67 | 16.13 | 1.09547427 | m
2 1 32.79 17.25 | 1554 |1.11003861 | m
2 32.45 16.4 |16.05 |1.02180685 | m
3 32.38 19.99 | 12.39 |1.6133979 | m
4 32.36 18.89 | 13.47 | 1.40237565 | m
3 1 315 19.97 | 11.53 | 1.73200347 | sm
2 31.34 19.87 | 11.47 | 1.73234525 | sm
3 31.61 20.2 |11.41 |1.7703768 |sm
4 30.42 195 ]10.92 |1.7857142 |sm
4 1 30.71 17.21 | 135 1.27481481 | m
2 29.43 15.73 | 13.7 1.14817518 | m
3 29.25 16.04 | 13.21 | 1.21423164 | m
4 27.18 16.38 | 10.8 1.51666667 | m
5 1 27.44 17.2 |10.24 |1.6796875 | m
2 26.65 16.55 | 10.1 1.63861386 | m
3 27.35 16.92 | 10.43 | 1.622243 m
4 26.51 15.84 | 10.67 | 1.48453608 | m
6 1 26.28 15.05 | 11.23 | 1.34016028 | m
2 26.13 14.86 | 11.27 | 1.31854481 | m
3 26.03 14.56 | 11.47 | 1.26939843 | m
4 25.84 13.89 | 11.95 |[1.1623431 | m
7 1 25.69 1453 | 11.16 |1.30197133 | m
2 25.41 14.18 | 11.23 | 1.26268923 | m
3 25.03 14.56 | 10.47 | 1.39063992 | m
4 24.57 14.62 | 9.95 1.46934673 | m
8 1 23.72 169 |6.82 2.47800587 | sm
2 22.5 14.35 | 8.15 1.7607362 | sm
3 24.7 16.63 | 8.07 2.06071871 | sm
4 19.85 14.61 | 5.24 2.78816794 | sm
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4.3. DAPI ve CMA3

Bu caligmada, kromomisin (CMA3) ve DAPI floresan boyama teknikleri ile karyotip
caligmast yapilmistir. Kromomisin ile GC baz c¢iftleri agisindan zengin kromozom
bolgeleri, DAPI ile AT baz ciftleri bakimindan zengin bdlgelerin isaretlenmesi

gerceklestirilmistir.

4.3.1. Allium oreophillum

A. oreophillum tiriniinde 6 pozitif CMA3 bandi gozlenmistir (sekil 4.13). Pozitif
CMA3 bantlar1 ile beraber lokalize olmus negatif DAPI (DAPI-) bantlarida tespit
edilmigtir. Kromomisin ve DAPI boyama metotlar1 ile olusturulan karyogram
incelendiginde 5, 6 ve 7. homolog kromozom c¢iftlerinde CMA3 + bantlar1 belirgin

olarak gozlenmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.13. A.oreophillum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 (2n=2x=16)
A) DAPI boyamasi sonucu kromozomlarin gériinimi
B) Kromomisin boyamasi sonucu kromozomlarin gériinimii

Kromomisin ve DAPI floresans boyama yontemi ile analiz edilen A. oreophillum

tiiriiniin kromozom boylarinin 5.87 ile 13.37 um arasinda degistigi gozlenmistir. A.

oreophillum tiirii kromozomlar1 kol indeksi agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek
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kol indeksi 6.35 ile 5.1 numarali kromozomda gergeklesmistir, en diisiik kol indeksi ise
1.05 ile 7.1 numarali kromozomda gozlenmistir. Kromozom tipleri agisindan A.
oreophillum tiiriinde en fazla metasentrik kromozom tipi (10 adet kromozomda; 1.1,
12, 21, 22, 4.1, 42, 6.1, 6.2, 7.1, 7.2 numarali kromozomlar) gézlenmistir bunu
submetasentrik kromozom tipi (4 adet; 3.1, 3.2, 8.1, 8.2 numarali kromozomlar) ve
subtelosentrik kromozom tipi (2 adet; 5.1 ve 5.2 numarali kromozomda) takip etmistir

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Allium oreophillum tiirline ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi
ozellikleri

Homolog Kromozom | q p Kol indeksi Kromozom
kromozom no | boyu (um) tipi
1 1 |13.37 746 |5091 1.262267343 m
2 |10.66 7 4.2 1.666666667 | m
2 1 ]10.49 544 | 5.05 1.077227723 m
2 |10.26 584 442 1.321266968 m
3 1 19.29 6.04 |3.25 1.858461538 | sm
2 193 6 3.3 1.818181818 sm
4 1 |8.82 492 |39 1.261538462 m
2 |9.04 494 |41 1.204878049 m
5 1 |8.82 762 |12 6.35 st
2 |8.01 6.61 14 4.721428571 st
6 1 831 4.65 | 3.66 1.270491803 m
2 |8.53 469 |3.84 1.221354167 m
7 1 |7.08 3.62 |3.46 1.046242775 m
2 |8.62 477 |3.85 1.238961039 | m
8 1 |7.26 505 [221 2.285067873 sm
2 |5.87 415 |1.72 2.412790698 sm
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Sekil 4.14. A. oreophillum tiirinde A) CMA3 ve B) DAPI boyama ile elde edilmis
mitotik metafaz kromozomlarinin karyotipleri

4.3.2. Allium shearocephalon

A. shearocephalon'da sekiz pozitif CMA3 bandi tespit edilmistir. Pozitif CMA3 bantlari
ile beraber lokalize olmus negatif DAPI (DAPI-) bantlarida goézlenmistir (sekil 4.15).
Kromomisin ve DAPI boyama metotlari ile olusturulan karyogram incelendiginde 5, 7

ve 8. kromozom gruplarinda CMA3 + bantlar belirgin olarak gézlenmistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.15. A. shearocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 (2n=3x=24)
A) DAPI boyamasi sonucu kromozomlarin goriinimii
B) Kromomisin boyamasi sonucu kromozomlarin gériiniimii
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Kromomisin ve DAPI floresan boyama yontemi ile analiz edilen A. shearocephalon
tiiriiniin kromozom boylarmin 13.35 ile 21.28 um arasinda degistigi gozlenmistir. A.
shearocephalon tiiri kromozomlar1 kol indeksi ac¢isindan degerlendirildiginde, en
yiiksek kol indeksi 8.2 numarali kromozomda 2.9 ile ger¢eklesmistir buna karsilik en
diisiik kol indeksi ise 1.03 ile 1.3 numarali kromozomda gozlenmistir. Kromozom
tipleri agisindan A. shearocephalon tiirii degerlendirildiginde 1.1, 1.2, 1.3, 2.1, 2.2, 2.3,
3.1, 3.2,33,4.1, 4.2, ve 4.3 numarali kromozomlarin metasentrik, 5.1,5.2, 5.3, 6.1, 6.2,

6.3, 7.1, 7.2, 7.3, 8.1, 8.2 ve 8.3 numarali kromozomlarin ise submetasentrik krmozom

tipine sahip oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Allium shearocephalon tirine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi
ozellikleri

Homolog Kromozom | p q Kol Kromozom
kromozom | boyu (um) indeksi tipi
no
1 1 |21.28 7.89 13.39 1.6970849 | m
2 |20.21 9.85 10.36 1.0517766 | m
3 11943 9.63 9.8 1.0176532 | m
2 1 [18.01 8.39 9.62 1.1466031 | m
2 | 17.73 7.24 10.49 1.448895 | m
3 |17.63 8.47 9.16 1.081464 | m
3 1 |17.17 6.57 10.6 1.6133942 | m
2 |16.97 7.77 9.2 1.1840412 | m
3 |16.77 6.56 10.21 1.5564024 | m
4 1 [16.49 8.12 8.37 1.0307882 | m
2 |16.17 7.77 8.4 1.0810811 | m
3 116.04 7.61 8.43 1.107753 | m
5 1 [15.99 5.49 10.5 1.912568 | sm
2 |15.95 5.55 10.4 1.873873 | sm
3 |15.23 4.37 10.86 2.4851259 | sm
6 1 [14.94 5.36 9.58 1.7873134 | sm
2 | 14.26 4.66 9.6 2.06008 sm
3 |14.18 5.19 8.99 1.732177 | sm
7 1 |14.07 4.9 9.17 1.8714286 | sm
2 |14.16 5.21 8.95 1.717850 | sm
3 |13.79 5.1 8.69 1.7039216 | sm
8 1 |13.76 5.09 8.67 1.7033399 | sm
2 |13.35 3.35 10 2.9850746 | sm
3 |13.87 4.77 9.1 1.907756 | sm
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Sekil 4.16. A. shearocephalon tiiriinde A) CMA3 ve B) DAPI boyama ile elde edilmis
mitotik metafaz kromozomlarinin karyotipleri

4.3.3. Allium porrum

A. porrum tiriiniin 3 ve 8. kromozom grubununda 6 adet pozitif CMA3 bandi
gozlenmistir (Sekil 4.17A ve 4.18). Pozitif CMA3 bantlar ile beraber lokalize olmus
negatif DAPI (DAPI-) bantlarida gozlenmistir (Sekil 4.17B).

Sekil 4.17. A.porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 2n=4x=32
A) DAPI boyamasi sonucu kromozomlarin goriinimii
B) Kromomisin boyamasi sonucu kromozomlarin gériiniimii
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Kromomisin ve DAPI floresan boyama yontemi ile analiz edilen A. porrum tiiriiniin
kromozom boylarinin 9.98 ile 18.73 um arasinda degistigi gdzlenmistir. A. porrum tiirii
kromozomlar1 kol indeksi agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek kol indeksi 8.3
numarali kromozomda 2.74 ile ger¢eklesmis buna karsilik en diistik kol indeksi ise 1,03
ile 2.4 numarali kromozomda gozlenmistir. Kromozom tipleri agisindan A. porrum tiirii
degerlendirildiginde 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 2.1, 2.2,2.3,2.4,4.1,42,43,4.4,5.1, 5.2, 5.3,
54,6.1, 6.2, 6.3, ve 6.4 numaral1 kromozomlarin metasentrik 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 7.1, 7.2,

7.3, 7.4, 8.1, 8.2, 8.3, ve 8.4 numarlai kromozomlarin ise submetasentrik oldugu

gozlenmistir (Cizelge 4.9).



Cizelge 4.9. Allium porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin bazi 6zellikleri
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Homolog Kromozom |p q Kol indeksi | Kromozom
Kromozom boyu (um) tipi
no
1 1 18.73 6.95 11.78 1.69496403 | m
2 16.22 6.49 9.73 1.49922958 | m
3 15.22 6.56 8.66 1.32012195 | m
4 15.1 6.88 8.22 119476744 | m
2 1 14.98 6.19 8.79 142003231 |m
2 14.35 6.93 7.42 1.07070707 | m
3 14.9 7.24 7.66 1.05801105 | m
4 14.23 6.99 7.24 1.03576538 | m
3 1 14.02 5.07 8.95 1.765286 sm
2 13.45 4.5 8.95 1.98888889 | sm
3 14.03 5.07 8.96 1.7672838 sm
4 13.91 4.71 9.2 1.95329087 | sm
4 1 13.7 6.39 7.31 1.14397496 | m
2 13.63 6.55 7.08 1.08091603 | m
3 13.12 6.39 6.73 1.05320814 | m
4 11.78 4.38 7.4 1.68949772 | m
5 1 13.31 5.94 7.37 1.24074074 | m
2 12.39 5.48 6.91 1.26094891 | m
3 12.87 4.95 7.92 1.6 m
4 12.04 4.91 7.13 1.452138 m
6 1 12.9 5.54 7.36 1.32851986 | m
2 12.01 4.99 7.02 1.40681363 | m
3 11.5 4.87 6.63 1.3613963 m
4 10.77 4.88 5.89 1.20696721 | m
7 1 10.42 3.57 6.85 1.91876751 | sm
2 10.66 3.56 7.1 1.99438202 | sm
3 10.58 3.59 6.99 1.94707520 | sm
4 10.21 3.53 6.68 1.8923512 sm
8 1 10.55 3.66 6.89 1.88251366 | sm
2 10.45 4 10.38 2.595 sm
3 10.57 2.82 7.75 2.74822695 | sm
4 9.98 3.64 6.34 1.74175824 | sm
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Sekil 4.18. A. porrum tiiriinde A) CMA3 ve B) DAPI boyama ile elde edilmis mitotik
metafaz kromozomlarinin karyotipleri

4.4. FISH

Gelismis stomolekiiler teknik olarak FISH, DNA dizilerinin fiziksel olarak kromozom
tizerinde haritalanmasini saglar. Arastirmamizda, prob olarak 5S ve 25S rDNA bolgeleri

kullanilarak FISH yontemi ile rRNA gen lokuslarinin dagilimi analiz edilmistir.

4.4.1. Allium oreophillum

FISH analizi sonucu A. oreophillum tiiriiniin kromozom goriintiisii sekil 6.19’te
sunulmustur. Analiz edilen A. oreophillum tiiriiniin kromozom boylarinin 3.75 ile 6.63
um arasinda degistigi gdzlenmistir. En kisa kromozom boyu 3.75 pum ile 8.2 numarali
kromozom, en uzun ise 6.63 pm ile 1.1 numarali kromozom olmustur. A. oreophillum
tiiric kromozomlar1 kol indeksi acisindan degerlendirildiginde, en yiiksek kol indeksi
3.36 ile 5.1 numarali kromozomda gerceklesmis ve en diisiik kol indeksi ise 1.01 ile 1.1
numarali kromozomda gozlenmistir. Kromozom tipleri agisindan A. oreophillum tiiri
degerlendirildiginde 12 adet kromozomun (1.1 ,1.2, 2.1, 2.2. 3.1. 3.2. 6.1. 6.2. 7.1. 7.2.
8.1 ve 8.2 numarali kromozomlar) metasentrik, 2 adet kromozomun (5.1 ve 5.2
numarali kromozomlar) submetasentrik ve 2 adet kromozomun (4.1, 4.2) subtelosentrik

oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.10).
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Sekil 4.19. A. oreophillum tiiriiniin FISH metodu ile boyanmis mitotik metafaz
kromozomlar1 (2n=2x=16), [0 25S rDNA ve [ 5S rDNA olarak kullanilir

Sekil 4.20. A. oreophillum tiirinde FISH metodu ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlarmin karyotipleri

A. oreophillum (2n = 16)'nin somatik hiicrelerinde 4, 5, 6 ve 7 kromozom ¢iftlerinin kisa
kolunun u¢ kisimlarinda (subterminal) dort ¢ift 25S rDNA lokusu gbézlenmistir. Altinci
kromozom ¢ifti iizerinde 4 adet 5SS rDNA hibridizasyon sinyali tespit edilmistir. Bu

sinyaller 6. kromozom ¢iftinin kisa ve uzun bacaklarinda yer almistir.
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Cizelge 4.10. Allium oreophillum tiirine ait mitotik metafaz kromozomlarin boy
ozellikleri

Homolog Kromozom | p q Kol indeksi Kromozom
kromozom no | boyu (um) tipi
1 1 |6.63 3.29 334 1.0151976 m
2 |6.17 244 13.73 1.5286885 m
2 1 [5.98 228 |37 1.622807 m
2 |5.92 2.2 3.72 1.6909091 m
3 1 592 221 371 1.678733 m
2 |5.82 242 |34 1.4049587 m
4 1 [5.95 217 |3.78 1.7419355 sm
2 |5.27 1.88 |3.39 1.8031915 sm
5 1 |545 125 4.2 3.36 st
2 |5.05 1.2 3.85 3.2083333 st
6 1 |521 248 | 2.73 1.1008065 m
2 |5.15 191 |3.24 1.6963351 m
7 1 |5.22 212 |31 1.4622642 m
2 |5.16 203 ]3.13 1.5418719 m
8 1 [4.26 164 |2.62 1.597561 m
2 |3.75 155 |2.62 1.6903226 m

4.4.2. Allium sphaerocephalon

A. sphaerocephalon tiiriiniin kromozom goriintiisii sekil 6.21’te sunulmustur. Analiz
edilen A. sphaerocephalon tiiriiniin kromozom boylarmin 6.69 ile 10.08 pm arasinda
degistigi gozlenmistir. En kisa kromozom boyu 6.69 um ile 8.3 numarali kromozom, en
uzun ise 10.08 um ile 1.1 numarali kromozom olmustur. A. sphaerocephalon tiirii
kromozomlar1 kol indeksi agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek kol indeksi 3.56 ile
4.1 numarali kromozomda gerceklesmis ve en diisiik kol indeksi ise 1.02 ile 6.1
numarali kromozomda goézlenmistir. Kromozom tipleri agisindan A. sphaerocephalon

tiiri degerlendirildiginde 15 adet kromozomun (1.1. 1.2, 1.3. 2.1. 2.2. 2.3. 4.1. 4.2. 4.3.

7.1.7.2.7.3. 8.1. 8.2 ve 8.3 numarali kromozomlar) metasentrik ve geriye kalan 9 adet
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kromozomun (3.1, 3.2. 3.3. 5.1. 5.2. 53. 6.1. 6.2 ve 6.3 numarali kromozomlarda)
submetasentrik oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.11).

Sekil 4.21. A. sphaerocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 (2n=3x=24),[1
25S rDNA ve [0 5S rDNA olarak kullanilir

Sekil 4.22. A.sphaerocephalon tiiriinde FISH metodu ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlarmin karyotipleri

5S rDNA'nin hibridizasyon sinyalleri 7. kromozom grubunun iki kromozomunun kisa
kollar1 iizerinde lokalize olmustur. Her bir kromozom iki adet 5S rDNA genleri lokusa
sahip oldugu gozlenmis ve bunlar 35S rDNA lokusunu kapsyan bélge igerisinde yer

almistir.
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Cizelge 4.11. Allium sphaerocephalon tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin boy
ozellikleri

Homolog Kromozom | p q Kol indeksi Kromozom
kromozom no | boyu (um) tipi
1 1 10.08 7.45 3.35 2.22388059 sm
2 9.8 6.5 3.3 1.96969697 sm
3 9.46 6.55 2.91 2.25085911 sm
2 1 9.44 6.85 2.59 2.64478764 sm
2 9.14 6.02 3.12 1.92948718 sm
3 9.22 6.73 2.49 2.70281124 sm
3 1 9.1 4.7 4.4 1.06818182 m
2 9.03 4.64 4.39 1.05694761 m
3 8.99 4.8 4.19 1.14558473 m
4 1 8.59 6.71 1.88 3.56914894 sm
2 8.51 6.45 2.06 3.13106796 sm
3 8.31 6.2 2.11 2.93838862 sm
5 1 8.4 5.05 3.35 1.50746268 m
2 8.17 4.73 3.44 1.375 m
3 8.11 4.61 3.5 1.31714286 m
6 1 8.11 411 4 1.0275 m
2 7.94 4.64 3.3 1.40606061 m
3 7.88 4.64 3.24 1.43209877 m
7 1 7.83 5.46 2.37 2.30379747 sm
2 7.39 4.75 2.64 1.79924242 sm
3 7.74 5.09 2.65 1.92075447 sm
8 1 7.5 5.4 2.1 2.57142857 sm
2 7.29 4.79 2.5 1.916 sm
3 6.69 4.48 2.21 2.02714932 sm

4.4.3. A. porrum

A. porrum tiiriiniin kromozom gorlintlisii Sekil 4.23’te sunulmustur. Analiz edilen A.
porrum tiiriiniin kromozom boylarinin 8.16 ile 13.35 pm arasinda degistigi gézlenmistir.
En kisa kromozom boyu 8.16 um ile 8.3 numarali kromozom, en uzun ise 13.35 pm ile
1.1 numarali kromozom olmustur. A. porrum tiirii kromozomlar1 kol indeksi agisindan
degerlendirildiginde, en yiiksek kol indeksi 2.55 ile 8.2 numarali kromozomda
gerceklesmis ve en diisiik kol indeksi ise 1.004 ile 1.1 numarali kromozomda
gozlenmistir. Kromozom tipleri agisindan A. porrum tiirii degerlendirildiginde 24 adet
kromozomun (1.1.1.2,1.3.1.4.2.1.22.23.24.3.1.3.2.33.34.41.42.43.44.5.1.

5.2.5.3.5.4.7.1.7.2.7.3 ve 7.4 numarali kromozomlar) metasentrik ve geriye kalan 8
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adet kromozomun (6.1. 6.2 ,6.3. 6.4. 8.1. 8.2. 8.3 ve 8.4 numarali kromozomlarda) ise

submetasentrik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12).

A. porrum (2n = 32)'min somatik hiicrelerinde 3 ve 7. kromozom grubu igerisinde yer
alan tiim kromzomlarda 25S rDNA lokusu gozlenmistir (sekil 4.24). Altinct kromozom
grubuna ait 4 adet kromozomun kisa bacaklari iizerinde 5S rDNA hibridizasyon sinyali

tespit edilmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.23. A.porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlar1 2n=4x=32, [1 25S rDNA
ve O 5S rDNA olarak kullanilir

Sekil 4.24. A.porrum tirinde FISH metodu ile elde edilmis mitotik metafaz
kromozomlariin karyotipleri



Cizelge 4.12. Allium porrum tiiriine ait mitotik metafaz kromozomlarin boy 6zellikleri

66

Homolog Kromozom | q p Kol indeksi | Kromozom
Kromozom boyu (um) tipi
no
1 1 13.35 6.69 6.66 1.0045045 m
2 13.24 7.19 6.05 1.1884298 m
3 12.89 7.5 5.39 1.3914657 m
4 12.56 6.64 5.92 1.1216216 m
2 1 11.95 6.87 5.08 1.3523622 m
2 11.62 6.4 5.22 1.2260536 m
3 11.98 7.66 5.32 1.4398496 m
4 11.38 5.9 5.48 1.0766423 m
3 1 11.67 6.98 4.69 1.4882729 m
2 11.52 6.28 5.24 1.19847328 | m
3 11.44 6.56 4.88 1.3442623 m
4 11.11 5.94 5.17 1.1489362 m
4 1 10.99 6.83 4.16 1.64182692 | m
2 10.54 5.77 4.77 1.2096436 m
3 10.29 6.33 3.96 1.5984848 m
4 10.12 5.39 4.73 1.1395349 m
5 1 10.01 5.75 4.26 1.3497652 m
2 9.56 5.7 3.86 1.4766839 m
3 9.32 5.51 3.81 1.4461942 m
4 9.32 5.11 4.21 1.21377672 | m
6 1 9.04 6.44 2.6 2.47692307 | sm
2 9.37 6.42 2.95 2.1762712 sm
3 9.34 6.53 2.81 2.3238434 sm
4 9.22 6.38 2.84 2.24647887 | sm
7 1 8.73 5.01 3.72 1.3467742 m
2 8.7 5.1 3.6 1.4166667 m
3 8.53 4.58 3.95 1.1594937 m
4 8.52 5.16 3.36 1.53571428 | m
8 1 8.5 5.49 3.01 1.8239203 sm
2 8.31 5.97 2.34 2.5512821 sm
3 8.2 5.25 2.95 1.77966101 | sm
4 8.16 5.79 2.37 2.443038 sm
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5. SONUC ve TARTISMA

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi kapsaminda analizi yapilmis olan Allium tiirlerinin,
literatiirde bu cinse dair belirtilen {i¢ temel kromozom sayisini (x=7, 8, 9) ihtiva ettigi
tespit edilmistir (Jones and Rees, 1968). Somatik kromozomlarin 2n= 14, 16, 18
kromozom sayisi tasidigina dair elde edilen bulgularin yalnizca literatiir verileriyle
degil, ayn1 zamanda Bitki Kromozom Sayis1 Endeksinde belirtilen verilerle de ortiistiigi

goriilmektedir (www.tropicos.org/Project/IPCN).

Diploid nitelik tasiyan sogan tiirlerinden A. nigrum haricindeki Orneklerin
karyogramlarinda homolog kromozomlarin tespiti kolay bir bigimde gergeklestirilmistir.
Allium cinsine ait tiirlerin karyotiplerinde kromozomlari homolog ¢iftler halinde
goriintlilemenin zorluguna ragmen, bu tez calismasi kapsaminda goriintiillemeleri
yapilabilmistir. Bu durumun 6zellikle 35S rDNA lokuslarini iceren kromozomlarda
belirgin bir sekilde goriilebiliyor olmasi, kromozomlarin hibrit nitelikleri tagidiklar: ile
iligkili bir durum ihtiva etmektedir. Allium cinsi igerisinde yer alan diploid tiirler ile tek
ploidi igeren tiirlerin varligina ek olarak; ¢ogunlukla analiz edilen A. porrum gibi
tetraploid, A. sphaerocephalon gibi hekzaploid veya A. cornutum gibi triploid gibi
poliploid tiirler de yer almaktadir (Fredotovic et al. 2014).

Elde edilen sonuglara bakildiginda, A. porrum ile A. sphaerochahalon tiirlerinin
karyotipleri ile sinaptik davraniglarinin digerlerinden farkini izah etmede, bu tiirlerin
otopoliploid olabilme ihtimalinin son derece olas1 bir agiklama oldugu diisiiniilmektedir
(Stack and Roelofs 1996; Loidl and Jones 2004). Isimleri verilen tiirlerde rDNA
lokuslarinin ~ kromozomal organizasyonuna rastlamak, otopoliploidi ihtimalini
giiclendiren veri niteligindedir. rDNA lokuslarinin  kromozomal nitelikleri
diisiiniildiiglinde, otopoliploidi bilgisini destekleyecek benzer kromozom gruplar
iceriginde benzer rDNA lokuslarinin varligini tespit etmek son derece kolay olmaktadir.
A. sphaerocephalon karyotipinde bahsedilen rDNA modeline sahip olan kromozomlarin
poliploidizasyon sonrasinda belirgin bir sekilde uzunluk farkliligi sergiledigi tespit

edilmistir. Bu durumun kromozomlarin reorganizasyonu ihtimalini akillara getirdigi
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yadsinamaz bir gergektir. Literatiirde yer alan 6nceki ¢aligmalar A. sphaerocephalon‘un
hem diploid hem triploid hem de tetraploid kromozom gruplari igeren karisik bir tiir
oldugunu agik¢a gostermektedir (Johnson and Ozhatay 1996). Bu kromozom
gruplarinin hangi kaynaklardan geldigine dair bir ¢alismanin varligina rastlanmamustir.
Bu amagla tiirlerin poliploidi kdkenlerine 151k tutulmasi i¢in hem filogenetik hem de
sitogenetik  (GISH) yontemlerin  kullanimi  ile daha yogun ¢aligmalarin

gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda yer alan A. oreophilum, A. sphaerocephalon ve A.
porrum isimlerindeki ii¢ tiir icin rDNA lokalizasyonlari tespit edilmistir. A. fistulosum
numunesi i¢in elde edilen rDNA lokuslar1 sayisi ile lokalizasyonlarinin daha oOnce
gerceklestirilen ¢alismalarla korelasyon sergiledigi agikga goriilmektedir (Lee et al.
1999; Son et al. 2012; Kirov et al. 2017).

A. sativum bitkisinin kromozomlari {izerinde yapilan incelemede bir kromozom ¢iftinin
kisa kolunda yalnizca iki ¢ift 5S rDNA lokusu tespit edilmesine ragmen, literatiirde ayni
tiire ait 5S rDNA lokusu sayisinin biri uzun kolda, diger ikisi ayn1 kromozomun kisa
kolunda olacak sekilde ii¢ adet olarak belirlendigi rapor edilmistir (Lee et al. 1999; Son
et al. 2012). rDNA gen lokusu sayisindaki intraspesifik polimorfizmlerin gézlendigi bu
durum; Amaranthus, Chenopodium, Prospero gibi pek ¢ok tiirde de gézlenmistir (Jang
et al. 2013; Kolano et al. 2013; Kolano et al. 2015).

Ortanca bitkilerinin karyotiplerinin genellikle bir veya iki ¢ift interstisyel 5S rDNA
lokusu ile iki ¢ift 35S rDNA lokusuna sahip olduklari bilinmektedir (Roa and Guerra
2012; Garcia et al. 2017; Vitales et al. 2017). Bu tez kapsaminda {izerinde calisilan
Allium tiirlerinde interstisyel ile perisentromerik pozisyonda daha fazla olacak sekilde
ikiden fazla 5S rDNA lokus ¢ifti bulundugu ortaya koyulmaktadir (Vitales et al. 2017;
http://www.plantrdnadatabase.com).

Bir¢ok angiosperm tiirlerinde oldugu gibi Allium tiirlerinde de kisa kolda subtelomerik

pozisyonda 35S rDNA lokuslarinin daha sik bir sekilde yer aldig: tespit edilmistir. Bu
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lokuslarin sayilarinin diploid tiirlerde bir ila dort ¢ift arasinda degistigi belirlenmistir
(Roa and Guerra 2012). Allium’un poliploid tiirlerinin somatik hiicrelerinde (triploid A.
sphaerocephalon) 35S rDNA’ya ait 12 hibridizasyon sinyali gézlenmistir. Bunlara ek
olarak suana kadar rDNA lokuslar1 bakimindan analiz edilen Allium tiirii sayisinin
30’un altinda olmas1 dolayisiyla, cins igerisindeki rDNA lokuslarinin dagilimina dair

genel bir sonug ¢ikarmanin zorlugu asikardir.

Allium cinsinde 35S ve 5S rDNA ile elde edilen kromozomal desenlerin son derece
degisken oldugu disiintilmektedir (http://www.plantrdnadatabase.com/). Bu durum
yalnizca Allium cinsi ve tiilerine 6zgili bir durum degildir. Brassica ile Paphiopedilum
dahil, birgok farkli bitki cinsinde ayni durumun varligi rapor edilmistir (Hasterok et al.
2006; Lan and Albert 2011). Diger pek ¢ok tiirle benzer bir nitelik arz edecek sekilde,
Allium tiirlerinde de 35S rDNA lokuslarina ait FISH diyagramlarinin, 5S rDNA
diyagramlarina kiyasla daha polimorfik oldugu belirlenmistir (Jang et al. 2016; Chiarini
et al. 2017; Garcia et al. 2017).

Bu duruma ek olarak A. sorrum tiiriine ait 5S rDNA lokus sayisinda intraspesifik olarak
polimorfizm varligi saptanmistir. Bitkiye ait karyogramda yer alan homolog
kromozomlar arasindaki lokus dagiliminda farkliliklar tespit edilmistir. rDNA
lokuslarindaki sayisal varyasyon ile iliskili olan bu durum; hem tarimi yapilan birgok
bitki tiirinde (6rnegin Brassica rapa, Amaranthus caudatus; Hasterok et al. 2006;
Kolano et al. 2013) hem de yabani tiirlerde siklikla goriilmektedir (6rnegin, Prospero
autumnale; Jang et al. 2013). Bunlara ek olarak rDNA lokus sayilarinin pek ¢ok bitki
tirtinde ve cinslerde (6rnegin, Glycine, Daucus) korunduguna dair kanitlar da mevcuttur

(lovene et al. 2008; Singh et al. 2001).

rDNA lokuslarina ait sayisal, pozisyonal veya spesifik olmayan varyasyon durumlarini
aciklamak i¢in; transpozon aracili olaylar, homolog/homolog olmayan esitsiz gecis ile
gen doniisiimii ve kromozomal yeniden diizenlemeler, lokus replikasyonu/silinmesi gibi
cesitli  mekanizmalardan faydanilmigtir.  Fakat eldeki verilerin  Allium’daki

varyasyonlarin mekanizmalarim1 daha ayrintili agiklanmasi icin yeterli olmadig
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disiiniilmektedir (Thomas et al. 1996; Altinkut et al. 2006; Datson and Murray 2006;
Raskina et al. 2008).

Koromozomlarda AT ile GC baz ciftleri bakimindan zengin bolgelerin tespit edilmesi
icin kromomisin A3 (CMA3) ve DAPI ile c¢ift floresan boyama tekniginden
faydalanilmistir (Schweizer 1976). Analizi gergeklestirilen Allium tiirlerinin ¢ogunda,
35S rDNA lokuslarinin daha onceden tespiti gerceklestirilen GC bakimindan zengin
kromatin bloklar1 oldugu anlasilmistir (Guerra 2000).

Maragheh et al. (2019) yaptiklar1 galismada, A. oreophilum ve A. sphaerocephalon
tirlerinde CMA3 + bantlarinin sayisi, 35S rDNA lokuslarinin sayisindan daha kiigiik
oldugunu, A. karatoviense, A. moly ve A fistulosum tiirlerinin 35S rDNA lokuslarinin
sayisindan daha fazla CMA3 + bant varligi oldugunu bildirmiglerdir. A. moly tiiriinde
tespit edilen iki adet ilave CMA3+ bandinin, 5S rDNA lokuslarina karsilik geldigi
belirtmiglerdir. 5S rDNA lokuslar1 ile GC bakimindan zengin heterokromatin olusumu
arasindaki iligkiye dair literatiirde son derece az veri bulunmaktadir (Cabral ve digerleri,
2006; Hamon ve digerleri, 2009; Kolano ve digerleri, 2013). Gergeklestirilen bu
gbzlemin hem 5S rDNA dizi bilesimlerini hem de bitisik heterokromatin dogasina dair

bilgi tasidig1 diisiiniilmektedir.

Maragheh et al. (2019) bazi Allium tiirlerinin sitogenetigi {izerine yaptiklar1 ¢alismada
A. karataviense tiiriiniin sadece iki adet ilave CMAS3 + bant tagidigini gézlemisler ve bu
bantlarin 35S rDNA veya 5S rDNA ile birlikte lokalize olup olmadig
aragtirmamislardir. A.fistulosum tiirtinde gozlenen CMA3 bantlarinin literatiirde verilen
diyagramdan farkli nitelik arz ettigi belirtmiglerdir. Bu tiirin CMA3 + bantlarinin
dagilimmin, A. cepa tiirlinde tespit edilen diyagrama benzer nitelik arz ettigi tespit
edilmistir (Kim et al. 2002). CMA3+ bantlarin satellit tekrarlarindan olusan
heterokromatin bantlarina da karsilik gelebilecegi diisiiniilmektedir (Do et al. 2001,
Chiarini et al. 2014; da Costa Silva et al. 2014).
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A. cepa ile A. fistulosum tirlerinde her bir kromozom kolunun terminal
pozisyonlarindan birinde CMA3+ bantlarin varligmma rastlanmistir. Bu bantlarin
benzerlik bakimindan birbirine son derece yakin olan tiirlerde tespit edilen terminal
heterokromatin ile aym yerde gozlemlendigi dikkat ¢ekmektedir (Do et al. 2001,
Fesenko et al. 2002; Kirov et al. 2017).

Maragheh et al. (2019) baz1 Allium tiirlerinin sitogenetigi iizerine yaptiklari ¢aligmada,
pozitif DAPI bantlar1 yalnizca AT bakimindan zengin heterokromatin bloklarinin
varhigimi A. nigrum tiiriinde tespit etmislerdir. Bu bantlarin pozitif CMA3 ile 35S veya
5S rDNA lokuslari ile kolokalize oldugu anlagilmistir. DAPI+/CMA3+ varyasyonunun
bitkilerde az goriinen bir durum olmasina ragmen Cestrum cinsinde bu varyasyonunun
varhigi rapor edilmistir (Fernandes et al. 2009). Bu duruma ek olarak, CMA3+ ve
DAPI+ bantlarin aslinda kolokalize olmamis olmalari, ancak kromozomlara ¢ok yakin
pozisyonlara yerlesmis olmalar1 da ihtimal dahilindedir. Calismamizda, disik
¢Oziiniirliik ve yiiksek oranda yogunlagsmis mitotik kromozomlarin kullanimi ile bahsi

gecen bu iki farkli kromatin bandinin ayirt edilmesi miimkiin olmamustir.

rRNA genlerinin sayisi, ribozomlarin bir araya gelmesinin devamliligi agisindan bir
iliski bulunmamaktadir. Sadece rDNA genlerinin kiiciik bir kismi transkrip olmaktadir.
35S rDNA lokuslarinin ise sadece Onemli kisimlar1 Okaryotlarin ¢ogunda
heterokromatinize edilmektedir (Volkov et al. 2004). Diploid olan Allium tiirlerinde,
tire baglh olarak bir veya iki ¢ift 35S rDNA lokusunun transkripsiyonel olarak aktif
oldugu gozlenirken, tetraploid A. porrum’da dort ¢ift rDNA lokusunun transkripsiyonel
olarak aktif oldugu tespit edilmistir. Triploid A. sphaerocephalon'un karyotipinde 35S
rDNA lokuslarin yalnizca {igte birinin aktif oldugu tespit edilmistir. Bu tiiriin 35S
rDNA lokusu igeren dort ayr1 grup kromozom (her grup igerisinde ii¢ kromozom
bulunmaktadir.) igermektedir. Grup icerigindeki kromozomlardan yalnizca bir tanesinin
NOR bolgesi oldugu belirlenmistir. Bahsedilen bu iki tiirtin kokeni tam olarak
bilinmemektedir. Ancak bu iki tiirde de rDNA bdlgelerinin susturulmas: (niikleolar
baskinlik durumu) neticesinde elde edilenler pek c¢ok melez ile allopoliploidlerde

belirlenmistir (Pikaard 2000; Tucker et al. 2010). Yapilan rDNA gen susturma islemi
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temelde DNA  metilasyonu ile histon modifikasyonlarinda  degisiklikler
gerceklestirilmesi seklinde ortaya koyulan diizenleme islemidir. Bu islemin sonucunda
hibridizasyon veya poliploidizasyon arindan NOR bdélgelerinin bu sekilde epigenetik
acidan diizenlenmesi; nukleolar baskinliga egilimi olan hibrit veya allopoliploidlerin
ana alt genomlar1 arasinda bir takim degiskenlikleri ortaya ¢ikarabilmektedir (Tucker et
al. 2010; Borowska-Zuchowska and Hasterok 2017).

Sonug olarak filogenetik analizlere katki saglamasi agisindan sitogenetik caligmalar son
derece 6nemlidir. Sitogenetik, modern 1slah programlari kapsaminda arastiriciya gerekli
olan genom bilgilerini ve evrimsel parametrelerle iliskili verileri en faydali sekilde
aktarim yapilabilmesine olanak saglamaktadir. Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi, rDNA
dizilerinin Allium tiirlerinde oldukga iyi birer kromozom belirtegleri oldugunu ortaya
koymustur. rDNA lokuslarinin kromozomal yapilar1 bakimindan yiiksek degiskenlige
sahip olmasinin, rDNA sekanslar1 dolayisiyla FISH calismalarina uygun olma
durumlarmin Allium karyotiplerini karsilastirmali bir bigimde analiz etme gerekliligi
ortaya c¢iktiginda son derece faydali araclar olabilecegini acik¢a gostermektedir. Ortaya
koyulan bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler gostermistir ki; hibridizasyon sinyalleri
bakimindan zenginligi arastirmada, cesitli bantlarla ortaya koyulan modellerin
incelenmesinde, hibrit veya poliploid tiirlerin orijinlerinin belirlenmesinde de oldukca
faydal1 olacaktir. Bu tez ¢alismasi ile 6nemli baz1 Allium tiirlerinin rDNA kromozomal
organizasyonunun  karsilastirmali  analiz ~ edilmistir. ~ Ayrica, rDNA  lokus
organizasyonunun ve bu cins kapsamindaki evrimin tam olarak anlasilmasi igin,
Ozellikle yabani tiirlerin kullanimi ile daha genis bir Orneklemenin yapilmasi

zorunluluktur.
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