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OZET MAKALE GECMISI
Bu ¢aligma, Orta Karadeniz Bolgesi dogal florasindan toplanan domuz ayrig1 (Dactylis Gelis _
glomerata ssp.), kamiss: yumak (Festuca arundinaceae ssp.) ve ak iiggiil (Trifolium 3|’<0 Ek:m 2020

abu

repens ssp.) popiilasyonlarinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin flow sitometri yontemiyle

belirlenmesi ve ploidi analizi ile tiir teshisinde kullanilmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir.

Proje kapsaminda ak iicgiilden mera tipi 80, domuz ayrigindan ot ve mera tipi 80 ve ANAHTAR

kamigs1 yumaktan ot, mera ve ¢im tipi 130 adet genotip kullanmilmistir. Analizlerde KELIMELER

tarlada yetismekte olan bitkilerden alinan taze yaprak dokular1 kullanilmistir. Floresan Festucf’:l arundinecea,
. e ; . Dactylis glomerata,

boya olarak ise propidium iodide kullanilmistir. Internal standard, Dactylis glomerata Trifolium repens,

ve Trifolium repens genotiplerinde Vicia sativa, Festuca arundinecea genotiplerinde Flow sitometri,

ise Hordeum vulgare kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gére aragtirmada kullanilan Ploidi

Dactylis glomerata genotiplerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 9.12 pg (8.32 pg-

9.66 pg); Trifolium repens genotiplerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 2.33 pg

(2.22 pg-2.44 pg); Festuca arundinecea genotiplerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA

icerigi 17.47 pg (17.02 pg-17.98 pg) arasinda degistigi belirlenmistir. Cekirdek DNA

igerikleri ile genotiplerin ploidi diizeylerini iligskilendirmek amaciyla yapilan

kromozom sayimlarinda domuz ayrigi genotiplerinin 2n=4x=28, ak {iggiil

genotiplerinin 2n=4x=32 ve kamissi yumak genotiplerinin 2n= 6x=42 kromozoma

15 Mart 2021

sahip olduklar1 belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglara gore ¢aligmada kullanilan
Dactylis ve Trifolium genotiplerinin tetraploid, Festuca genotiplerinin ise hekzaploid
oldugu saptanmistir. Ayrica c¢alismada kullanilan tiim genotipler ¢ekirdek DNA
iceriklerinin de yardimiyla taksonomik olarak teshis edilmis ve Trifolium repens
ssp.’nin Trifolium repens var. repens, Dactylis glomerata ssp.’nin Dactylis glomerata
subsp. glomerata ve Festuca arundineceae ssp.’nin de Festuca arundinacea subsp.
arundinacea oldugu ve genotiplerin igerisinde baska tiirlere ait hi¢ bir genotipin
bulunmadig: belirlenmistir.
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Use in Species Identification by Ploidy Analysis and Determination of
Core DNA Contents of genotypes of Dactylis glomerata, Festuca
arundinacea and Trifolium repens Collected from the Central Black

Sea Region

ABSTRACT

This study was carried out for the purpose to the determination of the nuclear DNA
contents by flow cytometry method and its use in species identification with ploidy
analysis of the populations of Dactylis glomerata, Festuca arundinaceae and
Trifolium repens collected from the natural flora of the Central Black Sea Region.
Pasture type 80 from T. repens, hay and pasture type 80 from D. glomerata and grass,
pasture and hay type 130 from F. arundinaceae genotypes were used. Fresh leaf
tissues from plants growing in the field were used in the analysis. Propidium iodide
was used as fluorescent dye. Used Hordeum vulgare in Festuca arundinecea
genotypes and Vicia sativa in Dactylis glomerata and Trifolium repens genotypes as
internal standard. According to the results obtained average 2C core DNA content of
Dactylis glomerata genotypes 9.12 pg (8.32 pg-9.66 pg); average 2C core DNA
content of Trifolium repens genotypes 2.33 pg (2.22 pg-2.44 pg); average 2C core
DNA content of Festuca arundinecea genotypes 17.47 pg (17.02 pg-17.98 pg) was
determined. Chromosome counts were performed to correlate the core DNA contents
with the ploidy levels of genotypes. 2n = 4x = 28 of D. glomerata genotypes and 2n
= 4x = 32 of T. repens genotypes and 2n = 6x = 42 of F. arundinaceae genotypes
was determined to have chromosomes. According to these results, tetraploid of
Dactylis and Trifolium genotypes and hekzaploid of Festuca genotypes were
determined to be. In addition, all the genotypes used in the study were taxonomically
diagnosed with the help of the core DNA contents and Trifolium repens var. repens
of Trifolium repens ssp., Dactylis glomerata subsp. glomerata of Dactylis glomerata
ssp. and Festuca arundinacea subsp. arundinacea of Festuca arundineceae ssp. was
founded. It was determined that genotypes did not contain any genotypes of other
species.
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Ulkemizin uzun yillardir ¢dziilemeyen en ciddi tarimsal sorunlarindan birisi de, kaliteli

kaba yem firetiminin yetersiz olusudur. Bu durum hayvansal gida iiretim girdilerinin

artmasiyla birlikte hayvansal iirlin fiyatlarinin halkimizin alim giiclinlin {izerinde

gerceklesmesine sebep olmaktadir. Diger taraftan kiigiik treticiler zarar ettiklerinden

hayvanlarini kesime sevk ederek iiretim faaliyetlerini durdurmak zorunda kalmaktadirlar.

Bu nedenle iilkemizde canli hayvan ve et ithalat1 son yillarda artmistir.

Ulkemizde kaliteli kaba yem iiretimini artirmanm en énemli yollari; meralarin 1slah

edilerek tiretim kapasitelerinin artirilmasi ve tarla tarimi igerisinde yem bitkileri ekilis

alanlariin artirilmasidir. Mera alanlarinin 1slah edilmesi ve yem bitkisi ekilis alanlarinin

genisletilmesiyle birlikte farkli bolgeler i¢in yiiksek verim ve kaliteye sahip farkli yem

bitkisi tiirlerine/gesitlerine olan talep artacaktir. Ancak iilkemizde tescilli yerli ve milli
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yem bitkisi tiir ve ¢esidi sayisi son derece azdir. Bu nedenle iilkemizin farkli bolgeleri
icin lokal sartlara uygun yiiksek verim ve kaliteye sahip yem bitkisi g¢esitlerinin
gelistirilmesine yonelik 1slah ¢alismalarina hiz verilmesi gerekmektedir.

Tirkiye’de oldugu gibi, Orta Karadeniz Bolgesi meralarinda da yillardan beri siirdiiriilen
asir1 otlatma ve bilingsiz kullanim, ¢ayir-mera vejetasyonlarinda arzulanan tiirlerin yok
olmasina ve biyolojik ¢esitliligin hizli bir sekilde daralmasina yol agmaktadir. Ayrica,
bolgenin kiy1 kesiminde gittik¢e artan yapilasma sorunu, hem i¢ hem de kiy1 kesim taban
meralarinda yapilan ¢im kesme islemi meralarin dogal yapisini bozmaktadir. Zaten
hayvanlarimizin ihtiyaci olan kaliteli kaba yemin, ihtiyaci karsilama orani da yetersizdir
[2] . Hem gayir-meralarin iyilestirilmesi hem de kaliteli kaba yem tiretimi i¢in uygun
yem Dbitkisi tiirlerinin toplanmasi, siniflandirilmasi ve 1slah projelerine alt yapi
olusturmasi bakimindan gen havuzunun genisletilmesi gerekmektedir [3].

Yabani bitki formlari, yeni gesitlerin gelistirilmesinde kullanilacak en degerli gen
kaynaklaridir. Orta Karadeniz Bolgesi dogal florasi, basta yem bitkileri olmak tizere, bitki
tirleri ve tiir i¢i ¢esitlilik yoniinden olduk¢a zengindir [3]. Orta Karadeniz Bolgesi’nde
yem bitkileri tariminda ve g¢ayir-mera 1slahinda kullanilabilecek dogal vejetasyondan
secilip cogaltilmis ve tescil edilmis (Albayrak, Ilkadim ve Sultan 1919 hari¢) herhangi bir
¢esit bulunmamaktadir.

Yem bitkisi gesitlerinin gelistirilmesinde hedef bdlgede yetismekte olan ekotipler son
derece biiylik bir 6neme sahiptir. Bu ekotipler bdlgede uzun yillardir dogal olarak
yetismekte olduklarindan bdlgeye iyi bir sekilde adapte olmuslardir. Bundan dolay1 lokal
ekotipler, yeni ¢esitlerin gelistirilmesinde kullanilabilecek en degerli gen kaynaklaridir.
Fakat yem bitkisi tiirlerinde ploidy olduk¢a degisken oldugundan, ayni tiir igerisinde bile
diploid-decaploid arasinda degisim gosterebilmektedir. Bu nedenle dogadan yeni
toplanmis olan yem bitkisi genetik kaynaklariin bir 1slah programina dahil edilmeden
once ploidy diizeyleri mutlaka belirlenmelidir. Aksi takdirde uyusmazlik kaynakl ciddi
sorunlar ortaya c¢ikabilmekte ve 1slah projelerinin basariya ulagsmasinin 6niinde ¢ok ciddi
bir engel olusturmaktadir [12].

Bitkilerin sahip oldugu tiim kromozomlar hiicre ¢ekirdeginde bulundugundan, ¢ekirdek
DNA miktar1 ile ploidi diizeyi arasinda sik1 bir dogrusal iliski vardir. Bu nedenle ¢ekirdek
DNA igerigi esasina gdre ploidi analizi giderek yayginlasmaktadir. Onceleri bitkilerde
cekirdek DNA miktarlar1 feulgen mikrospektrofotometri ile belirlenmekteydi. Ancak, son
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yillarda, kolayligi, hiz1 ve giivenilirliginden dolay1 flow sitometri ploidi analizlerinde
tercih edilen bir metot olmus ve basariyla kullanilmaya baslanmustir [12].

Giiniimiizde en hassas ve giivenilir metot olan flow sitometri yontemi ile 290
ekotipin/genotipin ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidi diizeyleri ilk defa belirlenmistir.
Ploidi analizi esnasinda flow sitometri ile genotiplerin belirlenen ¢ekirdek DNA igerikleri
taksonomik teshislerinin teyidinde de kullanilmis ve genotipler arasinda bagka tiirlere ait
bitkilerin bulunup bulunmadig1 kontrol edilmistir. Elde edilen sonuglar, bu ekotiplerin

bitki 1slah1 programlarina entegrasyonunu kolaylastiracak ve hizlandiracaktir.
Materyal ve Yontem

Samsun Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi Ambarkorii deneme istasyonunda
bulunan kamiss1 yumak, domuz ayrig1 ve ak iicgiil genotipleri Tekirdag Namik Kemal
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Béliimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi
Laboratuvarina gonderilerek ploidi seviyelerine bakilmig ve kromozom sayimlari
yapilmistir.

Daha once yiiriitmiis oldugumuz TAGEM /TA/00/11/01/009 nolu ve “Karadeniz Bolgesi
Yem Bitkileri Arastirmalar1 Projesi” kapsaminda Samsun, Ordu, Tokat, Amasya ve Sinop
illerinden Dactylis glomerata, Festuca arundinecea ve Trifolium repens tiirleri
toplanmistir. Toplam 229 populasyon igerisinden iistiin performanslari nedeniyle secilmis
olan 80 adet ak iiggiil, 80 adet domuz ayrig1 ve 130 adet kamisst yumak olmak tizere
toplam da 290 adet genotipin yaprak dokusu kullanilmistir. Ayni1 zamanda her tiire ait
5’er adet genotipin kdk ucu materyal olarak kullanilmistir.

Yontem

Kamigs1 yumak ve domuz ayriginin 70x70 cm, ak ii¢giil’iin ise 100x100 cm oldugu
arastirma alani killi tinli, organik madde igerigi orta (%1.23), fosfor igerigi ¢ok diisiik
(2.00 ppm), kireg igerigi (%6.8) orta, tuz (0.027 pmhos/cm) tuzsuz, potasyum igerigi (55
ppm) yetersiz ve 7.35 pH degerinde oldugu ve hafif alkali bir yapiya sahip oldugu tespit
edilmistir [1].

Toprak analiz sonuglar1 dikkate alinarak ak ti¢giile tesis yilinda dekara 5 kg N, 8 kg P20s;
bugdaygillere ise tesis yilinda 5 kg N ve 8 kg P.Os, 2. ve 3. yillarda ise erken ilkbaharda
8 kg N olacak sekilde giibreleme yapilmigtir. Temmuz-Agustos aylarinda bitkilerin

kuraklik stresini azaltmak i¢in 2-3 kez ¢ok az miktarda yagmurlama sulama yapilmis ve
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etkili maddesi Lambda-cyhalothrin olan ilagla yilda 2 kez mayis bdcegine kars
ilaclanmistir. Gerektiginde yabanci ot miicadelesi yapilmistir.

Flow sitometri ile ¢cekirdek DNA analizi (pg)

Cekirdek DNA analizi i¢in 6rnekler, Tuna ve ark. (2016) tarafindan agiklanan protokol
takip edilerek hazirlanmis ve Tekirdag Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Bitki
Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuvarinda bulunan Partec marka flow sitometri cihazi ile
belirlenmistir.

Yaprak orneklerinin transfer protokolii

Ug tiire ait toplam 290 yaprak 6rnegi Samsun Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Ambarkoprii deneme arazisinden alinarak Tekirdag Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Boliimiine asagidaki protokole uyularak génderilmistir.

1-Geng ve saglikli bitkilerden 50-60 mg agirliginda yaprak drnekleri alinmigtir,

2-Petri kabina sigacak sekilde 2 tabaka halinde filtre kagidi hazirlanmistir,

3-Filtre kagitlarinin arasina yaprak numunesi konulmustur,

4-Saf su ile petri kabindaki 6rnek 1slatip, fazla su dokiilmiistiir,

5-Petri kabinin etrafi iyice kapatilip, lizerine etiket yapistirilmis Ve numuneyi tanimlayici
kod verilmistir,

6-Ornekler, i¢inde buz kaliplarinin oldugu yalitimli kutu igerisine konulmus ve transfer

edilmistir.

Cekirdek DNA analizi 2019 bahar aylarinda tarlada yetismekte olan bitkilerden elde
edilen taze yaprak dokular1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Ak {iggiil’den 80, domuz
ayrigi’ndan 80 ve kamigs1 yumak’tan 130 genotip analiz edilmistir.
Analizlerde, Dactylis glomerata ssp. ve Trifolium repens ssp. i¢in standart olarak 2C
cekirdek DNA igerigi tarafimizdan 3.65 pg olarak hesaplanmis olan yaygin fig (Vicia
sativa), Festuca arundinaceae ssp. igin ise standart olarak 2C ¢ekirdek DNA igerigi yine
tarafimizdan 10.65 pg olarak hesaplanmis olan arpa bitkisi (Hordeum vulgare L.)
kullanilmastir.
Cekirdek DNA izolasyonu icin protokol

1. Yaklasik olarak 0.5 cm?biiyiikliigiinde taze yaprak dokusu petri kabina konulmus

ve iizerine 500 pl Exraction Buffer ilave edilmistir.
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2. Yaprak dokusu keskin jilet ile 30-60 saniye siiresince kii¢iik pargalara ayrilana
kadar pargalanmistir. Bu sekilde hazirlanmis 6rnek, petri kabi icerisinde hafifce
10-15 saniye kadar galkalanmustir.
3. Calkalama isleminden sonra 40 saniye kadar petri kabinda bekletilen 6rnek,
Partec marka 50 pul CellTrics filtre ile siiziilerek tiip icerisine transfer edilmistir.
4. Tiip igerisine daha Once hazirlanmis 2 ml staining soliiyon ilave edilerek
hazirlanan 6rnek 1s1ksiz bir ortamda 30-60 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda drnekler flow sitometri cihazi kullanilarak analiz edilmistir.
Protokolii takip ederek muamele edilmis bitki dokusu hiicreleri mekanik olarak
birbirinden ayrilmis, hiicre ¢ekirdekleri serbest kalmis, ¢ekirdek zar1 buffer tarafindan
icerdigi baz1 kimyasal maddeler ile tahris edilmis ve c¢ekirdek zar1 lizerinde agikliklar
(delik) olusmustur. Propidium iodide bu agikliklardan yararlanarak ¢ekirdek igerisine
girmis ve niikleik asitlere baglanmistir. Cekirdek DNA igerigi arttikca ¢ekirdek icerisine
giren ve baglanan PI miktar1 da aym oranda artmustir. Orneklerin igerisinde bulunan hiicre
cekirdekleri, analiz sirasinda lazer 15181 Onilinden gecerken igerdigi PI miktar1 (dolayh
olarak DNA igerigi) ile dogru orantili olarak florosan 15181 yaymistir. Yayilan florosanlar
cihazin icerisinde bulunan ilgili bolimlerde bir dizi islemden gectikten sonra dijital
degerlere doniismiis ve bilgisayar monitoriine histogram olarak yansimistir ( Sekil 1).
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Sekil 1 Flow sitometri cihazindaki histogram goriintiisii

Histogramin dikey ekseni; analiz edilen hiicre sayisini, yatay ekseni ise; analiz edilen
orneklerin florosan yogunlugunu gostermektedir. Yatay eksenin sagina dogru gittikce
florosan yogunlugu dolayisiyla DNA igerigi artmaktadir.

Flow sitometri ile yapilan rutin ¢ekirdek DNA analizlerinde her 6rnek icin yaklasik 10000
cekirdegin DNA igerigi belirlenir ve ortalamasi analiz edilen 6rnegin ¢ekirdek DNA

icerigi olarak sunulur. Hassas bir analiz i¢in histogram {izerinde bulunan pikler miimkiin
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oldugunca ince ve uzun olmalidir. Piklerin sekli flow sitometri cihazini kalibre ederek ve
ornegi dikkatli hazirlayarak daha kaliteli bir hale getirilebilir.

Flow sitometri ile ak ii¢giiliin ¢ekirdek DNA iceriginin olciilmesi ve mutlak
degerinin hesaplanmasi

Ak tggiil genotiplerinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin belirlenmesi; ak ti¢giil ve standart
olarak kullanilan fig bitkisine ait G1 piklerinin florosan yogunluklari kiyaslanarak
yapilmistir. Yukarida aciklandig1 gibi hazirlanmis bir 6rnek flow sitometri cihazi ile

analiz edildiginde asagidaki flow histogrami elde edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2 Ak tiggiil’iin flow sitometri cihazindaki histogram goriintiisii

Cihazin sahip oldugu flow max programi kullanilarak histogram analiz edildiginde

asagidaki histograma (Sekil 3) dontismektedir.
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Sekil 3 Ak tiggiilin flow histogramin flow max programi ile analiz edilmesi sonrasindaki

goriniisii

280



Calisma kapsaminda analiz edilmis olan her 6rnek bitkinin ve kullanilan standardin G1
piklerinin florosan yogunluklarina ait degerler (histogramin sag iist kosesinde yer alan
mean degerleri) kullanilarak asagidaki formiil araciligiyla 6rneklerin ¢ekirdek DNA

igerikleri pikogram olarak hesaplanmustir.

DNA miktar bilinmeyen tiire ait
florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)
Standarda ait
érnegin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)

Cekirdek DNA miktar =

x standardin DNA icerigi

Denkleme gore bir genotipe ait cekirdek DNA miktar1 2.25 pg olarak bulunmustur. Diger
genotiplerinde ¢ekirdek DNA miktarlar1 bu formiille tek tek hesap edilmis, ortalama
cekirdek DNA miktar1 tespit edilmistir.

Flow sitometri ile domuz ayriginin ¢ekirdek DNA igeriginin ol¢iilmesi ve mutlak
degerinin hesaplanmasi

Domuz ayrig1 genotiplerinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin belirlenmesi; domuz ayrig1 ve
standart olarak kullanilan fig bitkisine ait G1 piklerinin florosan yogunluklar
kiyaslanarak yapilmistir. Yukarida agiklandigi gibi hazirlanmis bir 6rnek flow sitometri

cihazi ile analiz edildiginde asagidaki flow histogrami elde edilmistir (Sekil 4.).

100

80

80 o

40 o
m L . TP
200

400 600 800 1000
FL2 532-30

counts

Sekil 4 Domuz ayrigimin flow sitometri cihazindaki histogram goriintiisii

Cihazin sahip oldugu flow max programi kullanilarak histogram analiz edildiginde

histogram asagidaki histograma (Sekil 5.) doniismektedir.
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Sekil 5 Domuz ayriginda flow histogramin flow max programi ile analiz edilmesi sonrasindaki
goriiniisti

Calisma kapsaminda analiz edilmis olan genotiplerin ve kullanilan standardin piklerine
ait florosan yogunluk miktarlari, histogramda verilmistir. Verilen mean degerleri
kullanilarak “Cekirdek DNA Miktar1” n1 veren formiil vasitasiyla, 6rneklerin ¢ekirdek
DNA igerikleri hesaplanmugtir.

Denkleme gdre bir genotipe ait gekirdek DNA miktar1 8.83 pg olarak bulunmustur. Diger
genotiplerinde ¢ekirdek DNA miktarlar1 bu formiille tek tek hesap edilmis, ortalama
cekirdek DNA miktar tespit edilmistir.

Flow sitometri ile kamigs1 yumagin ¢ekirdek DNA iceriginin olgiilmesi ve mutlak
degerinin hesaplanmasi

Kamigs1 yumak genotiplerinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin belirlenmesi; kamigs1 yumak
ve standart olarak kullanilan arpa bitkisine ait G1 piklerinin florosan yogunluklari
kiyaslanarak yapilmistir. Yukarida agiklandigi gibi hazirlanmis bir 6rnek flow sitometri

cihazi ile analiz edildiginde asagidaki flow histogrami elde edilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6 Kamigs1 yumagin flow sitometri cihazindaki histogram goriintiisii

Cihazin sahip oldugu flow max programi kullanilarak histogram analiz edildiginde

asagidaki histograma (Sekil 7) donlismektedir.
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Sekil 7 Kamigs1 yumagin flow histogramin flow max programi ile analiz edilmesi sonrasindaki

goruniisii

Bu ¢alisma ile analiz edilmis olan genotiplerin ve kullanilan standardin G1 piklerinin
florosan yogunluk miktarlari, histogramin sag iist kosesinde verilmistir. Verilen mean
degerleri kullanilarak “Cekirdek DNA Miktar1” n1 veren formiil vasitasiyla, genotiplerin
cekirdek DNA miktarlar1 hesaplanmistir.

Denkleme gore bir genotipe ait ¢cekirdek DNA miktar1 17.58 pg olarak bulunmustur.
Diger genotiplerinde ¢ekirdek DNA miktarlar1 bu formiille tek tek hesap edilmis,
ortalama ¢ekirdek DNA miktar1 tespit edilmistir.
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Verilerin degerlendirilmesi

Ak ticgiilden mera tipi 80, domuz ayrigindan ot tipi 40, mera tipi 40 ve kamigs1 yumaktan
ot tipi 40, mera tipi 40 ve ¢im tipi 50 adet olmak tizeretoplam 290 genotip, tiir i¢inde
mera, ot ve ¢im tipi olma 6zelligine gore ayr1 ayr1 tanimlayici istatistige tabi tutulmustur.
Excel 2016 tanimlayici istatistik programi [13] kullanilarak ¢ekirdek DNA igeriklerinin
ortalamasi, en kiigiik ve en biiylik degerleri ve degisim katsayilar1 hesaplanmistir. Ayrica
veriler sadece ilgili oldugu grubun oOzelliklerini gostereceginden ‘“‘ortalamazstandart
sapma” hesaplanmistir [6].

Cekirdek DNA icerigi ile ploidi diizeyinin iliskilendirilmesi

Ak tiggiil, domuz ayrig1 ve kamigs1 yumak genotiplerinin ¢ekirdek DNA igerikleri ile
ploidi diizeyleri i¢in her tiire ait genotiplerden 5’er adet mitotik kromozomlar, mikroskop
altinda sayilarak iliskilendirilmistir.

Kromozom sayimlart Samsun Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Ambarkdprii
deneme alanindan alinarak Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri boliimiine gonderilen
klon materyallerden elde edilen kok ucu meristem dokulart kullanilarak hazirlanan
preparatlar iizerinde bulunan, iyi dagilmis ve diizgiin morfolojiye sahip kromozomlar
sayilarak yapilmistir.

Mitoz kromozomlarinin sayilmasi

Kromozom sayimlart kok ucu meristem dokular1 kullanilarak Feulgen metoduna gore
hazirlanmis olan preparatlarin 151k mikroskobu altinda incelenmesiyle yapilmistir [6].
Bitki kok u¢larimn eldesi

Kok ucu hasadi saksilarda yetistirilmekte olan ergin bitkilerden bahar aylarinda sabah
erken saatlerde (9:00-10:00) yapilmis ve sadece saksilarin dibinde bulunan beyaz
goriiniimlii hizl biiyliyen kok uglart hasat edilmistir.

Ik islem

Hasat edilen kok uglar1 24 saat soguk su (+4 °C) ile muamele edilmistir.

Materyalin tespiti

24 saat soguk su muamelesinden sonra kok uclart 3:1 alkol: asetik asit solusyonunda
tespit edilmis ve kullanilana kadar -20 °C de muhafaza edilmistir.

Hidroliz

Kok uglar1 1IN HCL ile 60 °C de hidroliz edilmistir. Hidrolizin siiresi 12 ile 20 dakika

arasinda olup, tlire gore degismektedir.

284



Feulgen boyamasi

Kok uglari hidrolizden sonra, 60-90 dakika Feulgen’de bekletilmistir. Boyama sonunda
kok wuglarmin 1-2 mm’lik meristem bdlgelerinin koyu viyole rengine boyandigi
gorilmistiir.

Preparatlarin hazirlanmasi

Kok uglarinin koyu viyole rengine boyanan kisimlar jilet ile kesilerek lam iizerine
alinmis ve bistiiri ucu ile ezmek suretiyle lam iizerine yayilmistir. Dagilmis olan
meristem dokusu tizerine 1 damla asetokarmin damlatilarak iizerine lamel kapatilmistir.
Diiz bir zemin iizerinde lamelin lizerine bagparmak ile bastirildiktan sonra slayt
mikroskop altinda incelenmistir.

Fotograf cekimi

Hazirlanan slaytlar Olympus marka BX 51 model mikroskobuna yerlestirildikten sonra,
hiicrelerin fotograflar1 10 x 100 = 1000 kez biiyiitiilerek spot marka Rt Slider model CCD
dijital kamera ile gekilmistir. Morfolojisi diizgiin, iyi dagilmis ve kromozom sayisi tam
olan hiicrelerin kromozomlari sayilmis ve fotograflar1 ¢cekilmistir.

Taksonomik teshisler

Cekirdek DNA analizi sonuglarina gore her tiir taksonomik olarak incelenmis ve teshis
edilmistir. Saksilara dikilen bitki 6rnekleri ¢igeklenme donemlerinde teshise konu olan
kisimlar1 dikkate alinarak herbaryum materyali haline getirilmis, Avrupa ve Sibirya
Florasinda (Davis 1985) wverilen ilgili cins anahtarlart kullanilarak teshisleri

gerceklestirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bulgular

Calismamizda Orta Karadeniz bolgesinden toplanmis olan Trifolium repens, Dactyis
glomerata ve Festuca arundinacea tiirlerine ait toplam 290 genotipin flow sitometri ile
cekirdek DNA miktarlart ilk defa basariyla belirlenmistir. Kamigs1 yumak ot, mera ve
¢im tipi genotiplerin ¢ekirdek DNA miktarlar1 yakin ¢iktigi icin sadece kamigs1 yumak
bashigi altinda incelenmistir. Benzer sekilde domuz ayrigi ve ak iicgiilde de g¢ekirdek
DNA miktarlar1 yakin ¢iktig1 i¢in ak {i¢giil ve domuz ayrigi bashigi altinda asagida

incelenmistir.

285



AKk iiggiil (Trifolium repens) Cekirdek DNA Miktarlar:

80 adet ak ticgiil genotipi analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore Trifolium repens
genotiplerinin ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2.33 pg, ¢cekirdek DNA igeriklerinin 2.22-
2.44 pg arasinda degistigi, standart sapma degerinin 2.33+0.046 ve degisim katsayisinin
% 2 oldugu belirlenmistir. Standart sapma degerinin ¢ok kiiciik olmasi, ak ticgiil
genotiplerinin ¢ekirdek DNA miktarlarinin birbirlerine ¢ok yakin oldugunu ve dolayisiyla
ploidi diizeylerinin ayn1 olacagi anlamina gelmektedir.

Tanimlayici istatistik neticesinde ¢ekirdek DNA igeriklerinin ortalamasi, en kii¢iik ve en

biiyiik degeleri, standart sapmalar1 ve degisim katsayilar1 hesaplanmigtir (Tablo 1).

Tablo 1. Trifolium repens genotiplerin pikogram olarak tanimlayici istatistik degerleri

Tammlayia Istatistik Degerleri Pg
Ortalama Cekirdek DNA Miktar1 2.33
Standart Sapma 0.046
Cekirdek DNA igerigi En Kiiciik 2.22
Cekirdek DNA igerigi En Biiyiik 2.44
Adi Fig (standart) Ortalama Cekirdek DNA Miktari 3.65
Genotip Adedi (n) 80
D.K (Degisim Katsayist) (%) 2

80 adet Trifolium repens mera tipi genotipin, ¢ekirdek DNA miktarina karsilik gelen

genotip sayisini gésteren sonug Sekil 8.’de verilmistir.

10

8

9 9 9
8
7
5 5
4 4 4 4
3

2 2 2 2

[ [ 1|II
0 [ |

2.22 2.25 2.26 2.27 2.28 2.3 2.31 232 2.33 234 235 2.36 2.37 238 240 2.42 244
Cekirdek DNA Miktari (pg)

)]

Genotip Sayisi
N

N

Sekil 8 Trifolium repens genotip sayilarina karsilik gelen ¢gekirdek DNA miktarlari

38 adet genotipin 2.22-2.32 pg, 8 adet genotipin 2.33 pg ve 34 adet genotipin ise 2.34-
2.44 pg arasinda degistigi Sekil 8’de goriilmektedir.
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Trifolium repens ve standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkilerine ait G1 piklerinin
birbirine gore pozisyonlart Sekil 2°de, G1 piklerinin flow sitometri paket programi
tanimlanmuis hali ise Sekil 3’te verilmistir.

Domuz ayrig (Dactylis glomerata) Cekirdek DNA Miktarlari

80 adet domuz ayrig1 genotipi kullanilmigtir. Dactylis glomerata genotiplerinin ortalama
cekirdek DNA igerigi 9.12 pg, cekirdek DNA igeriklerinin 8.32-9.66 pg arasinda
degistigi, standart sapma degerinin 9.124+0.28 ve degisim katsayisinin % 3.1 oldugu tespit
edilmigtir. Standart sapma degerinin ¢ok az degismesi domuz ayrigi genotiplerinin
cekirdek DNA miktariin ¢ok yakin oldugunu ve ploidi diizeylerinin ayni olacagi
anlamina gelmektedir.

Tanimlayici istatistik neticesinde ¢ekirdek DNA igeriklerinin ortalamasi, en kii¢iik ve en
biiyiik degeleri, standart sapmalari ve degisim katsayilar1 hesaplanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Dactylis glomerata genotiplerin pikogram olarak tanimlayici istatistik degerleri

Tammlayia Istatistik Degerleri Pg
Ortalama Cekirdek DNA Miktar1 9.12
Standart Sapma 028
Cekirdek DNA igerigi En Kiiciik 8.32
Cekirdek DNA igerigi En Biiyiik 9.66

Adi Fig (standart) Ortalama Cekirdek DNA Miktari 3.65
Genotip Adedi (n) 80
D.K (Degisim Katsayisi) (%) 3.1

80 adet Dactylis glomerata ot ve mera tipi genotipin, ¢ekirdek DNA miktarina karsilik

gelen genotip sayisini gosteren sonug Sekil 9°da verilmistir.

12 11
10 10 10 10
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@ 8
> g 7
A 6 6
2 6
-
e
S 4
©, 1 1
0 [ | [ |
832 875 885 895 906 915 926 936 9.44 9.6 9.66

Cekirdek DNA Miktari

Sekil 9 Dactylis glomerata ¢ekirdek DNA miktarina karsilik gelen genotip sayilari
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1 adet genotipin 8.32 pg, 78 adet genotipin 8.75-9.6 pg arasinda ve 1 adet genotipin ise
9.66 pg oldugu Sekil 9°da goriilmektedir.

Dactylis glomerata ve standart olarak kullanilan Vicia sativa bitkisine ait G1 piklerinin
birbirine goére pozisyonlar1 Sekil 4’te, G1 piklerinin flow sitometri paket programi
tanimlanmuis hali ise Sekil 5°te verilmistir.

Kamigs1 yamak (Festuca arundinaceae) Cekirdek DNA Miktarlari

130 adet kamigs1 yumak genotipi analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore Festuca
arundinaceae genotiplerinin ortalama g¢ekirdek DNA igerigi 17.47 pg, ¢ekirdek DNA
iceriklerinin 17.02-17.98 pg arasinda degistigi, standart sapma degerinin 17.47+0.23 ve
degisim katsayisinin % 1.3 oldugu belirlenmistir. Standart sapma degerinin ¢ok az
degismesi kamiss1 yumak genotiplerinin ¢ekirdek DNA miktarinin ¢ok yakin oldugunu
ve ploidi diizeylerinin ayni olacagi anlamina gelmektedir.

Tanimlayici istatistik neticesinde ¢ekirdek DNA igeriklerinin ortalamasi, en kii¢iik ve en

biiyiik degeleri, standart sapmalari ve degisim katsayilar1 hesaplanmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Kamigs1 yumak genotiplerin pikogram olarak tanimlayici istatistik degerleri

Tammlayic Istatistik Degerleri Pg
Ortalama Cekirdek DNA Miktar1 17.47
Standart Sapma 0.23
Cekirdek DNA igerigi En Kiiciik 17.02
Cekirdek DNA igerigi En Biiyiik 17.98
Arpa (standart) Ortalama Cekirdek DNA Miktar1 10.65
Genotip Adedi (n) 130
D.K (Degisim Katsayisi) (%) 13

130 adet kamigs1 yumak genotipinin, ¢ekirdek DNA miktarina karsilik gelen genotip

sayilarini gosteren sonug Sekil 10°da verilmistir.
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Genotip Sayisi

17.02 17.07 17.16 17.26 17.36 17.45 17.56 17.64 17.82 17.98
Cekirdek DNA Miktari

Sekil 10 Kamiss1 yumak genotip sayilarina karsilik gelen ¢ekirdek dna miktarlari

51 adet genotipin 17.02-17.36 pg, 22 adet genotipin 17.45 pg ve 57 adet genotipin 17.56-
17.98 pg arasinda degistigi goriilmektedir.

Festuca arundinaceae ve standart olarak kullanilan Hordeum vulgare bitkisine ait G1
piklerinin birbirine goére pozisyonlari Sekil 6’da, G1 piklerinin flow sitometri paket
programi ile tanimlanmig hali ise Sekil 7°de verilmistir.

Cekirdek DNA icerigi ile ploidi diizeyinin iliskilendirilmesi

Calismamizda analiz edilmis 80 adet ak {i¢giil, 80 adet domuz ayrig1 ve 130 adet kamigsi
yumak genotiplerinin ¢ekirdek DNA igerikleri ile ploidi diizeyleri, tiir bazinda ayr1 ayr1
iligkilendirilmistir. Bu amacgla yapilan kromozom sayimlarinda domuz ayrigi
genotiplerinin 2n=4x=28, ak licgiil genotiplerinin 2n=4x=32 ve kamiss1 yumak
genotiplerinin 2n=6x=42 kromozoma sahip olduklari belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuglara gore calismada kullanilan Dactylis ve Trifolium genotiplerinin tetraploid,

Festuca genotiplerinin ise hekzaploid oldugu saptanmustir. Genotiplere ait mitoz

kromozomlarmnin fotograflar: 10 x 100 = 1000 kez biiyiitiillerek Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11 Trifolium repens (sol) Tetraploid (2n=4x=32), Dactylis glomerata (orta) Tetraploid
(2n=4x=28), Festuca arundinaceae Hekzaploid (2n=6x=42) bitkilerine ait mitoz
kromozomlarinin goriiniisii

Tiirlerin taksonomik teshisleri

Cekirdek DNA analizi sonuglarina gore her tiir igerisinden 5’er adet genotip taksonomik
olarak incelenmis ve teshis edilmistir. Yapilan taksonomik degerlendirmelerde tiim ak
ticgilil genotiplerinin Trifolium repens var. repens, tim domuz ayrigi genotiplerinin
Dactylis glomerata subsp. glomerata ve tim kamissi yumak genotiplerinin Festuca

arundinacea subsp. arundinacea odugu tespit edilmistir.

Tartisma

AK ii¢giil (Trifolium repens)

80 adet ak tiggiil genotipinin ortalama ¢ekirdek DNA igeriginin birbirine yakin oldugu
tespit edilmistir. Sitolojik incelemeler neticesinde, ¢ekirdek DNA igerikleri 2.22 pg/2C
ile 2.44 pg/2C (Tablo 1) arasinda yer alan genotiplerin, 2n=4x=32 kromozom sayisina
sahip tetraploid bitkiler olduklari belirlenmistir (Sekil 11). Yapilan taksonomik
degerlendirmelerde de genotiplerin, Trifolium repens var. repens oldugu teshis edilmistir.
Aragtirmalar neticesinde; Avrasya, Afrika ve Amerika orijinli 6nemli agronomik degere
sahip 31 tggiil tiriinde ¢ekirdek DNA igeriginin 0.688 pg (T. ligusticum) -7.375 pg (T.
burchellianum) arasinda degistigi bulunmustur. Trifolium tiirlerinin gogunun diploid, ¢ok
azinin tetraploid ve ¢ok nadir olarakta yiiksek ploidi seviyeleri goriilmiistiir. En yaygin
temel kromozom sayisi (tiirlerin % 80'1) x = 8 olarak tespit edilmistir [15]. Giiney
Amerika ve Avrasya orijinli 6 adet Trifolium tiiriinde flow sitometri yontemiyle ¢ekirdek
DNA miktarini1 T. argentinense, T. polymorphum, T. pratense, T. repens, T. riograndense
ve T. medium tiirlerinde 0.91 pg-8.58 pg arasinda bulmuslardir [8].

Bu calismadan elde edilen sonuglarin, daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalarin sonuglartyla
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Kullanilan bitki tiirleri, kullanilan standartlar,
toplanan yer ve yiikseltilerin ayni olmamasindan dolay1 bazi farkliliklarin oldugu
anlasilmaktadir.

Domuz aynig (Dactylis glomerata)

80 adet domuz ayrig1 genotipinin ortalama ¢ekirdek DNA igerikleri birbirine yakin olup,
8.32 pg/2C ile 9.66 pg/2C arasinda degismektedir (Tablo 2).
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Sitolojik incelemeler neticesinde, birbirine yakin g¢ekirdek DNA igeriklerine sahip
genotiplerin, 2n=4x=28 kromozom sayisina sahip tetraploid bitkiler olduklari
belirlenmistir (Sekil 11). Taksonomik degerlendirmelerde ise genotiplerin Dactylis
glomerata subsp. glomerata oldugu teshis edilmistir.

Yapilan arastirmalarda; Ingiltere’de  dogadan toplanan 18 domuz ayrid1
popiilasyonlarinin 17’sini tetraploid (2n=4x=28), 1 tanesi diploid (2n=2x=14) oldugunu,
DNA C igerigi olarak 17 tetraploid popiilasyonun %28,7’sinin 4,35-5,60 pg arasinda
degistigi diploid olanmsa 3,3 pg oldugu [4], Italya ve Fransa’ nin bazi kisimlarinda
Domuz ayrigimin 8 dogal popiilasyonuyla yaptiklarr arastirmada, yiikseklikle DNA C
degerleri arasinda negatif bir iliski oldugunu [7], Trakya bolgesi dogal florasindan
toplanan 57 domuz ayrig1 populasyonlarinda flow sitometri yontemiyle ¢ekirdek DNA
iceriklerini 9.24 pg/2C-9.9 pg/2C arasinda ve ploidi seviyesini de 2n=4x=28 tetraploid
olarak [12], Kuzey Slovenya'daki Alplerin giineydogu kesiminde farkli yiiksekliklerde
biiyiiyen bes dogal Dactylis glomerata L. (Poaceae) popiilasyonunu incelemis, Ortalama
2C DNA degeri, 8.6 pg, D. glomerata subsp. glomerata tetraploid (2n=4x =28) oldugunu
tespit etmislerdir [14].

Aragtirma sonuglarinin, daha once yapilmis olan ¢alismalarin sonuglari ile yakin oldugu
goriilmektedir. Farkliliklarin, kullanilan bitki tiirleri, kullanilan standartlar, toplanan yer
ve yiikseltilerden kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Kamgs1 yumak (Festuca arundinaceae)

130 adet kamigs1 yumak genotipinin ortalama ¢ekirdek DNA igerikleri birbirine yakin
olup, 17.02 pg/2C ile 17.98 pg/2C arasinda degismektedir (Tablo 3).

Yapilan sitolojik incelemelerde, belirtilen miktarlar arasinda yer alan genotiplerin,
2n=6x=42 kromozom sayisina sahip hekzaploid bitkiler olduklar1 belirlenmistir (Sekil
11). Taksonomik degerlendirmelerde ise genotiplerin Festuca arundinacea subsp.
arundinacea oldugu teshis edilmistir.

Bilimsel ¢alismalarda; Degisik Avrupa iilkelerinden toplanan Festuca tiirlerine ait 205
ornekte flow sitometri yontemi kullanilarak ploidi seviyelerini F. alpestris 2n =2 x; F.
amethystina 2n =4 x; F. billyi 2n =6 x; F. brevipila 2n =6 x; F. carnuntina 2n =6 x; F.
cinerea 2n =4 x; F. degenii 2n =4 x; F. duernsteinensis 2n =4 x; F. duvalii 2n =4 x; F.
gracilior 2n =2 x; F. lemanii 2n =6 x; F. ovina subsp. guestfalica 2n =4 x; cf.F. ovina

F. pallens 2n =2 x; F. pallens 2n =2 x,3 x,4 x; F. psammophila 2n =2 x; F.
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pseudodalmatica 2n =4 x; F. pseudovina 2n =2 x; F. rupicola 2n =6 x; F. stricta 2n =6
X; F. vaginata subsp. dominii 2n =2 x; F. vaginata subsp. vaginata 2n =2 x; F. vaginata
x F. valesiaca 2n =2 x; F. valesiaca 2n =2x; F. versicolor subsp. versicolor 2n =2x; F.
wagneri 2n =4x oldugunu[9], 101 Festuca taksonu ve 14 yakin akrabasinin g¢ekirdek
DNA igeriklerini flow sitometri ile belirlemis ve cinsin igerisinde 2C ¢ekirdek DNA
iceriginin 3.88 pg (F. arvensis) ile 24.08 pg (F. gamisansii) arasinda degistigini ve ploidi
diizeyi diploid (2n=2x=14) ile decaploid (2n=10x=70) arasinda oldugunu [10], Dogu
Anadolu Bolgesi daglik bolgelerinden toplanmis olan Festuca arundinaceae sp.
popiilasyonlarinda ortalama g¢ekirdek DNA miktarlarint 4.51 pg/2C ile 15.03 pg/2C
arasinda ve ploidi diizeylerini diploid ile octoploid (2n=14, 28, 42, ve 56) arasinda
degistigini tespit etmislerdir [12].

Arastirmalar neticesinde elde edilen sonuglarin, 6nceden yapilmis olan bazi ¢alismalarin
sonuglartyla ortiistiigii bazilariyla da ortiismedigi tespit edilmistir. Ortiismemesinin
sebepleri, kullanilan bitki tiirleri, kullanilan standartlar, genotiplerin toplandig: yer ve

yiikseltilerin farkli olmas1 olabilir.

Sonug¢ ve Oneriler

TAGEM projesi olan “Karadeniz Bolgesi Yem Bitkileri Islah1” projesi kapsaminda
sentetik varyete 1slah1 yonteminin “kaynak popiilasyon” asamasinda morfolojik ve
tarimsal karakterizasyonla 2 bugdaygil tiirline ait 210 adet ve 1 baklagil tiiriine ait 80 adet
yem bitkisi genotipi secilmistir. Segilen bu genotipler, TUBITAK 1002 projesinde
kullanilmistir. Bu ¢alisma yukarida belirtilen genotiplerde ¢ekirdek DNA igeriklerinin
flow sitometri yontemiyle belirlenmesi ve ploidi analizi ile tiir teshisinde kullanilmasi
amaciyla yiriitiilmiistiir.

Elde edilen sonuglara gore, arastirmada kullanilan Dactylis glomerata genotiplerinin
ortalama 2C c¢ekirdek DNA igerigi 9.12 pg (8.32 pg-9.66 pg); Trifolium repens
genotiplerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 2.33 pg (2.22 pg-2.44 pg); Festuca
arundinecea genotiplerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerigi 17.47 pg (17.02 pg-17.98
pg) arasinda degistigi belirlenmistir. Cekirdek DNA igerikleri ile genotiplerin ploidi
diizeylerini iliskilendirmek amaciyla yapilan kromozom sayimlarinda domuz ayrig
genotiplerinin 2n=4x=28, ak Tlgcgiil genotiplerinin 2n=4x=32 ve kamigsi yumak

genotiplerinin 2n= 6x=42 kromozoma sahip olduklar1 belirlenmistir. Elde edilen bu
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sonuglara gore caligmada kullanilan Dactylis ve Trifolium genotipleri tetraploid iken
Festuca genotiplerinin ise hekzaploid oldugu saptanmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan
tiim genotipler ¢ekirdek DNA igeriklerinin de yardimiyla taksonomik olarak teshis
edilmis ve ak tiggiiliin Trifolium repens var. repens, domuz ayriginin Dactylis glomerata
subsp. glomerata ve kamissi yumagin da Festuca arundinacea subsp. arundinacea
oldugu ve genotiplerin igerisinde bagka tiirlere ait hi¢ bir bitkinin bulunmadig:
belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar ile tiirlere ait genotipler arasinda herhangi bir karigikligin olmadigi
tespit edilmistir. Eger karisiklik olsaydi 1slahin en basinda tiirler igerisindeki genotipler,
negatif seleksiyona tabi tutulacakti. Tirlere ait genotiplerde karisikligin ¢ikmamasinin
sebebi, “kaynak popiilasyon” igerisinden morfolojik ve tarimsal karakterizasyon ile
timitvar genotiplerin se¢ilmis olmasi olabilir. Yine de her zaman bitkilerin fenotipine
bakip genotipi anlasilamaz. Ciinkii dogal floradan toplanan popiilasyonlar, farkl: tiir ve
ploidi diizeyine sahip bitkileri igerebilir. Bu karisikligi gidermek igin flow sitometri
yontemi 6zellikle morfolojik olarak birbirine ¢ok benzeyen yem bitkilerinin teshisinde ve
ploidi diizeylerinin belirlenmesinde son derece giivenilir, hassas, kolay ve hizli bir
metottur.

Bu arastirmada, 1slah programlarinda kullanmak amaciyla Orta Karadeniz Bolgesi dogal
florasindan toplanmig Festuca arundinace, Dactylis glomerata, ve Trifolium repens
genotiplerinin ¢ekirdek DNA igerikleri flow sitometri ile ilk defa belirlenmis ve ploidi
diizeyleri, populasyonlarin teshislerinde kullanilmistir. Karadeniz bolgesinde ¢aligilmis
oncii ¢alismalardan biridir ve bu alanda c¢alisan arastiricilar i¢in referans niteliginde 6rnek

olabilir.

Tesekkiir
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