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FLOW SITOMETRI iLE BAZI ISPANAK AKSESYONLARININ CEKiRDEK DNA
ICERIKLERININ BELIRLENMESI

Ozcan YAVAS

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Murat DEVECI

Bu aragtirmanin amaci, ililkemiz kosullarinda kislik sebze olarak performanslarinin
belirlenmesi igin yurt i¢i ve yurt disindan elde edilmis olan 53 1spanak (Spinacia olercea L.)
aksesyonunun flow sitometri ile ilk defa ploidi diizeylerini belirlemektir. Arastirma verilerine
gore; Cekirdek DNA igerikleri arasinda ispanak aksesyonlarinin istatistiki olarak 6nemli
(P<0.01) oldugu saptanmistir. Arastirmada kullanilan ispanak aksesyonlarinin ortalama
cekirdek DNA igerigi 2,225 pg/2C ile 2,059 pg/2C arasinda degigsmektedir. En yiiksek
ortalama 2.225 pg ile PI 222270 aksesyon numarali Esfenaj ¢esidi oldugu belirlenmistir. En
diisiik degerin 2.059 pg PI 531451 nolu aksesyon numarali Matador ¢esidi oldugu
belirlenirken, bu aksesyonu ayni énem grubunda bulunan PI 499373 aksesyon numarali Godir
cesidi takip etmistir. Ispanak ¢ekirdek DNA igerikleri genelde 0.003 ile 0.096°lik bir standart
sapma ile birbirine olduk¢a yakin oldugu gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglardan
populasyonlarin saf olup, bagka tiir ve varyeteye ait bitki igermedigi sonucuna varilmistir.
Ispanagin ¢ekirdek DNA analiz sonuglarina gore ¢alisilan tiim 1spanak aksesyonlarinin ayni
ploidi seviyesine sahip oldugu seklinde diigiiniilmiistiir. Cekirdek DNA igerigi bakimindan
farklilik gosteren bazi bitkilerin kromozom sayilar1 2n=12 olarak saptanmis ve dolayisiyla
diploid olduklar1 belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismada kullanilan aksesyonlarin tamaminin
diploid oldugu kabul edilmistir. 2C DNA igeriklerine goére Ward metodu ile yapilan
kiimeleme analizi sonuglarina gore iki ana kiime altinda sekiz farkli kiimenin olustugu
goriilmiistiir. Aksesyonlarin  kiimelenmesi c¢oklu karsilagtirma testi benzer sekilde
gerceklesmistir.

Bu veriler sonucunda yapilan ¢aligmaya konu olan 53 1spanak aksesyonu ile ileride yapilacak
1slah ¢alismalarinda arastirmacilara 6nemli bir zaman ve emek saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Ispanak (Spinacia olercea L.), flow sitometri, ¢ekirdek DNA igerigi,
ploidi, kromozom sayisi
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ABSTRACT
MSc. Thesis

DETERMINATION OF NUCLEAR DNA CONTENT OF SOME SPINACH
ACCESSIONS BY FLOW CYTOMETER.

Ozcan YAVAS

Namik Kemal University
Institute of Science
Department of Horticulture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat DEVECI

The aim of this research is to determine the core DNA content of 53 spinach (Spinacia
olercea L.) accesions obtained from domestic and abroad sources for the flow cytometry.
Ploidy levels of accesions were determined and chromosome numbers were counted within
the varition group (P <0.01). The average core DNA content of spinach accesions used in the
study ranged between 2.225 pg / 2C and 2.059 pg / 2C. The highest average core DNA
content (2.225 pg) was obtained from Pl 222270 Esfenaj variety while the lowest value (2.059
pg) was obtained from Pl 222270 Matado variety, followed by Pl 499373 Godir variety. The
core DNA contents of accesions were shown to be relatively stable with standart deviation of
0.003 to 0.096. Results indicate that genotypes were consistent with the same ploidy levels
within the group. Because of the numbers of genotypes that differ in nuclear DNA content
was measured as 2n=12, they indicate that all accesions are expected to be diploid. For this
reason, it is assumed that all of the accesions used in the study are diploid. According to the
clustering analysis results of the 2C DNA contents by the Ward method, it was observed that
eight sub clusters were formed under two main clusters. The clustering of axioms was
performed in a similar manner to the multiple comparison test. As a result, this data will save
time and labor convenience in the breeding study to be done with the 53 spinach occasions
which is the study subject.

Key words: Spinach (Spinacia olercea L.), flow cytometry, nuclear DNA content, ploidy,
number of chromosomes.
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1. GIRIS

Dilimizde Kazayaklilar familyas: olarak adlandirilan Chenopodiaceae familyasinda
sebze olarak kullanilan 1spanak (Spinacia oleracea L.), kirmiz1 pancar (Beta vulgaris L. var.
conditiva Alef.) ve pazi (B.vulgaris L. var. cicla Moq.) vardir. Birgok iilkede ev bahgelerinde
merakli ailelerce yetistirilerek yenilen Atriplex hortensis L., ¢cayir ve meralarda kendiliginden
yetisen ve “yabani pazi1” olarak bilinen A. halimus L. ve “kara parlak pazi” denilen A. nitens
Schkuhr. bu familyanin bitkileridir. Ayrica, tarlalarda yabanci ot olarak ¢ikan, “sirken” veya
bazi yerlerde “histir” olarak adlandirilan Chenopodium album L., “kazayag1” veya “it tiziimii”
olarak isimlendirilen C. foliosum (Moenench) ve “pis kokulu kazayagi” olarak bilinen C.
vulvaria L. yine bir kenopoddur.

Dilimizdeki 1spanak ismi, 1spanagin Acemce ve Arapga karsiliklar1 olan Esfanah ve
Esfenakh isimlerinden dogmustur. Ayrica bitkinin genus ismi olan Spinacia’nin kokeni
Ispanyolcada kullanilan spanachia veya Latincede diken anlamina gelen spina kelimelerinden
kaynaklandig1 da bilinmektedir. Bitkinin Latince tiir ismi olan oleracea kelimesi de yine
Ispanyol kékenli bir kelime olup, dilimizdeki salata olarak kullanilan ve yapraklar1 yenilen
sebzelere verilen genel bir ad olan yesillik kelimesinin karsiligidir.

Ispanaklar, tohumlarinin dikenli olup olmadigina gore iki ayri1 botanik varyeteye
ayrilirlar. Bunlar: Spinacia oleracea L. var. oleracea: Tohumlar1 dikenli olanlar ile Spinacia
oleracea L. var. inermis Moench: Tohumlar1 dikensiz olanlar.

Bazi yazarlar tarafindan Spinacia tetranda Roxb. olarak adlandirilan bitkinin 1spanagin
atas1 oldugu belirtilmektedir. Ispanak 2n=2x=12 kromozoma sahip diploid bir bitkidir (Salk
ve ark. 2008).

Ispanakgiller (Amaranthaceae), igerisinde 160 cins ve 2400 tiir i¢eren bir bitki
familyasidir. Bu tiirlerin ¢gogu ot ve ¢alidir, ¢ok az1 agag ve sarmasiktir. En basta subtropik ve
tropik bolgelerde olmak iizere diinyanin pek ¢ok yerinde bulunabilir. Familya tiyelerinin ¢ogu
daha serin iliman bélgelerde de bulunur. APG II sisteminde bu familya Caryophyllales
takimina yerlestirilmistir. Daha evvelden Chenopodiaceae i¢inde yer alan bitkileri de artik
i¢ine almaktadir. Iyi bilinen Chenopodioid tiirler arasinda pancar, 1spanak, kaz ayag bulunur.
Amaranthaceae'nin Chenopodiaceae’dan farki, zar gibi ince petalleri ve halka seklinde
birlesmis stamenlerdir. Chenopodiaceae'nin bu gruba dahil edilmesinden evvel
Amaranthaceae’e sadece 65 cins ve 900 tiir bulunmaktaydi.

Ispanak, kis aylarinda halkimizin yesil sebze gereksinimlerini karsilayabilen sinirl

sayidaki sebze tiirlerinden birisidir. Nifusumuzun hizla artmasi, insan beslenmesinde
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hayvansal gidalarin ihtiyac1 tam olarak karsilayamamasi ve nihayet sebzelerin gerek insan
sagligi ve gerekse insan beslenmesi yoniinden oynadigi roliin anlasilmasi, sebze tiikketiminin
bliyiik bir hizla artmasina sebep olmaktadir (Bayraktar ve ark. 1978).

Ispanaklarin ihtiva ettigi secretin adli maddenin tesiri ile sindirim sistemi iizerinde
olumlu bir etkisi vardir. Kiiglik ¢ocuklar, geng ve ihtiyarlarin diyetlerinde (bobrek hastalari haric)
1spanak 6nemli yer tutar. Anemik hastalarin beslenmesinde akla gelen ilk bitki 1spanaktir. Ayrica
gbgiis hastaliklarinda, agiz ve bogaz agrilarinda, seker hastaliklarinda, sismanlik ve kabiza karsi
halk arasinda daima kullanilmaktadir. Birg¢ok iilkede havug¢ suyu ile beraber alinmak suretiyle
kan1 zenginlestirdigi bilinmektedir. Bunlardan baska bilesiminde bulunan sodyum, potasyum ve
bilhassa magnezyum dolayisiyla ¢ocuklarin ve genglerin gelismeleri iizerinde ¢ok 6nemli rol
oynadigi da bilinmektedir. Ispanagin igerdigi besin maddeleri, vitaminler ve mineral maddeler
Tablo 5’te verilmistir. Icerdigi besin maddeleri ydniinden besleyici yonii olmamakla beraber,
ispanak demir ve Ozellikle ¢ig 1spanak potasyum bakimindan zengindir. Kalsiyum
bakimindan da zengin olmasima ragmen, bu elementin oksalat formunda olmasi sebebiyle,
sindirim sisteminde kalsiyumun hazmedilmesi miimkiin olmamakta, idrar yoluyla oldugu gibi
atilmakta ve hatta bu sebeple bobrek tasi rahatsizligi g¢ekenlerde yenilmesi tavsiye
edilmemektedir. Ispanagin esas 6nemi igerdigi vitaminler sebebiyledir; A ve C vitaminleri
bakimindan zengindir ve ihtiva ettigi folik asit sebebiyle de kansizligin tedavisinde iyi bir
destektir ve kalbin ¢ok iyi bir dostudur. Bu sebeple, 6zellikle ¢ig olarak hazirlanan salatast,
saglik acisindan son derece faydalidir (Salk ve ark. 2008).

Tek yillik sebze olan 1spanagin anavataninin giiney Tiirkistan, Kafkasya, Nepal yani
bat1 Asya oldugu kabul edilmistir. 2000 m yiikseklere kadar ¢ikabilen bir sebzedir. Kiiltiirii
yapilan 1spanagin Spinacia tetandra Roxb’dan gelistigi kabul edilmistir. Bu tiiriin Afganistan,
[ran ve Tiirkistan’da sebze olarak kullanildig1 bilinmektedir. Ispanak baslangicta buralardan
Cin’e daha sonrada hagli seferleri sirasinda Avrupa’ya gelmistir. Ispanagin Avrupa’ya Araplar
tarafindan Ispanya iizerinden geldigi ayr1 bir tahmindir. Ispanagin MS 7. Yiizyilda Cin’de 16.
Yiizyildan itibarende Avrupa’da yaygin olarak yetistirildigi bilinmektedir. Ik 6nceleri
tohumlar1 dikenli olan Spinacia oleracea var. inermis firetilmis daha sonra da tohumlari
dikensiz olan 1spanaklar yayilmistir. Dikenli tohumlu 1spanaklar ¢evre sartlarina dayanikli
olarak yaprak meydana getirme gibi iistlin baz1 6zelliklere sahipse de tohumlardaki dikenlik
ekim ve tiiketimde biiyiik sakincalar dogurdugu i¢in artik {iiretilmemektir. Ancak ev onii
bahcelerinde meraklilarinca yetistirilmektedir. Ispanak iiretimi ¢ok biiyiik oranda kuzey yarim
kiirede yayilmis olup tiretimi kuzey Avrupa iilkelerinde de yapilabilmektedir (Vural ve ark.
2000).



FAO’nun 2005 yil1 verilerine gore diinyada toplam 828610 hektar alanda 1 2985 360
ton 1spanak tiretimi gerceklestirilmistir. Dilinya 1spanak {iretimi icerisinde en fazla paya sahip
olan iilkeler sirasiyla; Cin (%85), ABD (% 3), Japonya (%?2), Tiirkiye (%2) ve Kore’dir (%1)
(http://www.fao.org). Tiirkiye’de 2005 yilinda 22500 hektar alanda toplam 220000 ton
1spanak tretimi gerceklestirilmistir. Diger taraftan, 2005 yilinda diinyada 93890 ton 1spanak
digsatimi gergeklestirilmistir. Diinya 1spanak digsatimi igerisinde en fazla paya sahip olan
iilkeler sirasiyla; ABD (%24), Cin (%21), Meksika (%13), Hollanda (%10) ve Ispanya’dir
(%8) (http://www.fao.org). Tirkiye 2005 yilinda 860 ton 1spanak digsatimi yapmistir
(Engindeniz 2008).

Diinyada 867.728 ha alanda ispanak yetistirilmekte ve bu alanda 20.980.488 ton
1spanak tretimi ger¢eklesmektedir. Diinyada, 1spanak iiretiminde % 85’lik payiyla Cin ilk
sirada yer almaktadir. Cin'i sirasiyla Amerika Birlesik Devletleri, Japonya ve Tiirkiye takip
etmektedir (Anonim 2012).

Ulkemizin hemen hemen her yerinde kis aylarinda yetistirilebilmektedir. Ispanagin
birden fazla c¢esidi mevcuttur ve yapraklari 2-30 cm uzunlugunda ve 1-15 cm genisliginde
olabilmektedir. Genellikle diinyada 3 tip 1spanak yetistiriciligi yapilmaktadir. Bunlar; kivircik
kabartil1 yapraklara sahip taze tiiketim i¢in iiretilenler, diiz yaprakli kivrimsiz genellikle gida
sanayine yonelik iiretilenler ve son olarak da bebek mamalari ve salatalarda hos tadi ve nazik
yapist i¢in kullanilmak iizere iiretimi yapilanlardir. Ticari olarak genellikle kivircik olmayan
diiz yaprakli gesitlerin iiretimi, hasad1 ve bitkilerin diizgiin goriiniisii i¢in tercih edilmektedir
(LeStrange ve ark. 1999).

Dogal kaynaklarin giin gectikce azalmasi, her alanda oldugu gibi tarimda da yeni
arayiglar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Sanayilesme ve kentlesme nedeniyle tarim alanlar1 azalmakta
buna karsin bu alanlardan beslenecek insan sayist hizli bir bicimde artmaktadir. Bu nedenle,
yuriitiilen arastirmalar birim alandan elde edilecek verimi maksimuma g¢ikarmak tizerine
yogunlasmaktadir (Erdem ve ark. 2010a, 2010b).

Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye de kiiresel iklim degisikligi, kurak ve yar1 kurak
alanlarin genislemesine ek olarak kurakligin siiresinde ve siddetindeki artiglar, ¢ollesme
slireglerini, tuzlanma ve erozyonu da tetikleyecegi bildirilmektedir (Anonim 2017a, Tirkes
1994).

Uzun yillardan beri siiregelen ekolojik sorunlarin kalici bir sekilde ¢oziime
kavusturulabilmesi ise ucuz ve giivenilir gida kaynagi olan sebze alanlarinin daha verimli

kullanma ve tarim alanlarinda sebze iiretimine daha genis yer ayirma ile miimkiindiir. Bunu



gerceklestirebilmek i¢in de yiiksek verim ve kalite degerlerine sahip, lokal ekolojilere uyum
saglamis yeni sebze tiir ve ¢esitlerine acilen gereksinim bulunmaktadir (Teykin 2011).

Diinyanin 6nde gelen sebze iireticisi iilkeleri arasinda yer almasina karsin Tiirkiye’de
birim alandan elde edilen verim oldukc¢a diisiiktiir ve ayrica bolgeler arasinda da verim
farkliliklar1 oldukga fazladir. En yiiksek verim Akdeniz Bolgesi’nde alinmaktadir ve bunda
hi¢ kuskusuz, bolgenin iklim avantajinin ve seracilik bolgesi olmasinin biiytlik etkisi vardir.
Ancak bu bolgede, iiretimde daha yiliksek girdi kullanildig1 ve diger bolgelere gore ¢ok daha
modern yetistirme teknikleri ile ¢alisildig1 da goz ardi edilmemelidir. Buna karsilik; 6zellikle
¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde birim alandan alman verim
oldukga diisiiktiir. Bu bolgelerde iirlin se¢iminde daha dikkatli davranilmasi gerekmektedir.
Bu bélgeler i¢in bolgenin iklim sartlarinin dikkate alinmasi ve daha uygun tiir ve gesitlerin
(soguklara dayanikli, erkenci vs.) se¢cimi verimi ylikseltebilecek potansiyeldedir. Buna ek
olarak, Ege ve Marmara bolgelerinde de verimin biraz daha arttirilmasi séz konusu
olabilecektir (Abak ve ark. 2010).

Tiirkiye’nin, sebzeler de dahil olmak {izere, ciftcilerin seleksiyonu sonucu olusan ve
halen biiyiik varyasyon gosteren eski kiiltiir bitkilerine ait yerel ¢esitler bakimindan essiz bir
iilke oldugu da belirtilmelidir (Bayraktar 1973, Tan 1998, Karagdz, 2003). Onceleri, yabani
bitkilerden yapilan se¢imle baslayan bu bitki kiiltiirleri, Tiirkiye’nin orijin merkezi olmadigi,
ancak c¢evre llkelerle tarih boyunca yapilan aligverisler sonucunda iilkemize giren birgok
farkli bitki tiirii ile de desteklenmistir. Bunun en 6nemli nedenleri arasinda Anadolu’nun,
cografi konumu geregi sahip oldugu avantajlar gosterilebilmektedir. Anadolu; a) ¢ok eski
caglardan beri bircok medeniyete ev sahipligi yapmis, b) Ipek Yolu iizerinde bir kdprii gibi
islev gormiis ve Asya ile Avrupa’yr birlestirmis, c¢) farkli kiiltiir mozaiklerini biinyesinde
barindirmis, d) iki kitanin birlestigi ve iiclincliye de ¢ok yaklastigr yerdeki konumu nedeniyle
onemli bir ticaret merkezi olmustur. Diger yandan Tiirkiye, Avrupa ve Orta Dogu’nun en
genis biyolojik cesitliligine sahip {ilkesi olarak bilinmektedir (Heywood 1995). Cografyasinda
on iki farkli endemizm merkezi barindiran Tirkiye nin, florasinin da yaklasik {igte biri
endemiktir ve sahip oldugu biyolojik cesitlilik bakimindan tiim iilkeler arasinda dokuzuncu
sirada yer almaktadir (Karagdz 2003). Biyolojik ¢esitliligin olusmasinda, ekolojik cesitliligin
de biiyiik bir pay1 vardir. Bugiin Tiirkiye’de herhangi bir sebze tiirlinde yiizlerce, hatta
binlerce farkli populasyon bulmak miimkiindiir. Farkl: tiirlere ait olan ve populasyon niteligi
gosteren yerel kiiltiir ¢esitlerinin bazilari, halen tiiketiciler tarafindan yogun talep gérmekte ve
ciftciler tarafindan da iiretilmektedir. Bunun yaninda, yerel ¢esitlerin iiretiminin terkedilmis

oldugu ve artik sadece gen bankalarinda muhafaza edildigi de bir gercektir. Fakat, bunlarin
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tamaminin gen bankalar tarafindan muhafaza altina alindigini da séylemek miimkiin degildir
(Tan 1998).

Degisik bolge sartlarina uyabilecek yeni ¢esitlerin gelistirilmesi, ekim alanlarinin
genisletilebilmesi i¢in yapilacak en Onemli ¢alismalardan birisidir. Bitki 1slah calisma
yontemleri istenilen Ozelliklere sahip yeni cesitlerin gelistirilmesinde 6enmli roli
bulunmaktadir. Olusturulan 1slah programlar1 daha saglikli, kisa siirede, daha verimli ve daha
etkin olarak hedeflenen amaglara ulagsma sansin1 daha da arttirmis olacaktir (Giilcii 2016).

Yeni cesitlerin gelistirilmesi ¢alismalarinin basariya ulasabilmesi i¢in iizerinde 1slah
caligmas1 yapilacak tiir veya bu tiire ait genetik kaynaklar hakkinda yeterli biyolojik,
taksonomik, genetik ve agronomik bilgi birikimine gereksinim vardir. Bu tiir bir bilgi
birikimine sahip olmadan baslanacak bir 1slah calismasinin basariya ulasma sans1 yok denecek
kadar azdir.

Bitki 1slahinin basarisinda 6nemli yeri olan genetik varyasyonlar, iilkemizin cesitli
yorelerinde farkl: tiirlerde goriilen ve degerlendirilmesi gereken zengin kaynaklardir. Tarimsal
biyocesitliligin ortaya konmasi, toplanmasi ve korunmasi bitkisel cesitliligin siirdiiriilebilirligi
icin Onemlidir. Uzun yillar boyunca siirdiiriilen sebze yetistiriciliginde goriilen tabii
melezlemeler ve insan eliyle yapilan seleksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan populasyonlara diger
tilkelerden getirilen yetistirme materyallerinin katilmasiyla ulusal bitki genetik kaynaklar1 her
gecen gilin zenginlesmistir. Anavatani arasinda ililkemizinde yer aldig1 sebze tiirleri yoniinden
biiyiik tarimsal biyocesitlilik izlenirken cesitli nedenlerle bu ¢esitlilik genetik erozyona neden
olmaktadir (Bozokalfa ve Esiyok 2010).

Tiirtin sahip oldugu genom yapisi, cins icerisinde yer alan diger tiirler ile olan iligkileri
ile gegirdikleri evrimin anlagilmasi, taksonomik smiflandirilmas: ve ploidi diizeyi yukarida
anilan ve 1slah programi baglatilmadan 6nce uygun stratejilerin secilmesi biiylik gereksinim
duyulan 6nemli bir bilgidir. Hassas ve giivenilir bir yontemle elde edilmis ¢ekirdek DNA
icerigi bilgisi yukarida anilan ve gereksinim duyulan konularin tiimiine 1s1k tutabilecek
niteliktedir. Cekirdek DNA igeriginin belirlenmesinde flow sitometri bugiin kullanilan en
hizli, ve giivenilir bir yontem olup, kullanimi son yillarda artmaktadir (Teykin 2011).

Flow sitometri; kan hiicrelerinin hizli ve hassas bir sekilde sayimi1 ve analizi amaciyla
gelistirilmis bir metotdur. Teknolojinin hizla ilerlemesi ve farkli floresan boyalarin
gelistirilmesi, flow sitometriyi biyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir
analiz yontemi olmustur. Flow sitometrinin bitki hiicre ve organellerinde kullanimi yaklasik

20 y1l 6nce baslamis olup, gliniimiizde her gecen giin artmaktadir. Flow sitometri, bitkilerde



genis kullanima sahip olmasina ragmen, bugiine kadar en fazla ¢ekirdek DNA analizinde
kullanilmistir (Orkgii 2016, Dolezel ve Bartos 2005).

Cekirdek DNA igerigi, hiicre ¢ekirdeginin igerisinde bulunan toplam DNA miktarini
ifade eder ve genellikle “C” degeri olarak ol¢iiliir. Cekirdek DNA igerigi bilgisi taksonomik
ve 1slah caligmalar1 i¢in son derece yararlidir. Taksonomi, bitki 1slahi, bitki koruma ve
molekiiler biyoloji olmak lizere pek ¢ok farkli alanlarda kullanilan 6nemli bir karakterdir.
Farkl1 bitki tiirlerinde yapilan arastirmalar gostermistir ki her genomun DNA igerigi genellikle
sabit ve her tiir i¢cin karakteristiktir. Bitki nukleuslarindaki DNA miktarlarinin degismezligi
organizmalarda anahtar rol oynamaktadir (Giilcii 2016).

Cekirdek DNA igerigi terimi ilk defa Swift (1950) tarafindan kromozom sayisi ile
meydana gelebilecek karisikliklari 6nlemek icin ortaya atilmistir. Herhangi bir genotipin ,,C*
degeri (1C degeri), DNA s1 heniiz replike olmamis haploid ¢ekirdegin (n kromozom sayisina
sahip) DNA igerigi oldugu belirtilmistir (Bennett ve Leitch 1995, Tuna 2009).

Cekirdek DNA igerigi hem bir bitkinin hiicreleri arasinda hem de ayni tiiriin farkl
bireyleri arasinda degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel olmaktadir (Bennett
ve Leitch 1995). Tirler arasinda ise c¢ekirdek DNA igerigi bakimindan onemli diizeyde
farkliliklar gézlenmektedir. Bu nedenle ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi taksonomik ve evrim
caligsmalar1 i¢in son derece yararlidir (Rees ve Walter 1965, Price ve Bachman 1975, Ohri
1998, Ozkan ve ark. 2003). Murray (2005) yeni tiirlerin olusumunda ¢ekirdek DNA igeriginin
bitki morfolojisinden daha 6nce farklilagtigin1 bu yilizden de, eger bir tiir i¢erisinde ¢ekirdek
DNA igerigi farkliligi belirlenmigse bunun tiir i¢inde taksonomik ¢esitliligin ve yeni bir tiir
olusum siirecinin varligini gosteren bir belirti olabilecegini agiklamistir.

Bennett and Smith (1976)’e gore ¢ekirdek DNA igerigi ilk zamanlarda kimyasal analiz
ve mikrodensitometri metodlar ile belirlenmekteyken, giiniimiizde flow sitometri yiiksek hizi
ve hassasiyeti nedeniyle ¢ekirdek DNA analizlerinde tercih edilen yontem olmustur (Giilcii
2016).

Flow sitometrede, hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve RNA igerigi, sitoplazmik
graniileritesi agisinda degerlendirilmesidir (Demirel 1995). Bundan dolay1 hedeflenen yap1 ya
da hiicre 6nce fluoresan madde ile isaretli bir antikor veya 6zel bir boya (niikleik asitlere 6zel
propidium iodide) kullanilarak belirlenir (Collier 2000).

Flow sitometri analizi hedeflenen yap1 ve hiicrelerinin sayisini tiiriinii cok kisa siirede,
ucuz ve etkin bir sekilde belirleyebilir (Karaboz ve ark. 2008).

Germplazm koleksiyonlarinda karakterizasyon ve korumada iyi olusturulmus

arastirma ve 1slah programlarinda ploidi degerlendirilmesi ¢ok O6nemli bir yer tutmaktadir
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(Tuna ve ark. 2001). Ploidi belirlenmesi engok olarak boyanmis kok uglarindan yapilmaktadir
(Karp 1991). Fakat bu metot agir ve fazla bitki {izerinde ¢alisilmasi zordur. Son yillarda ploidi
seviyelerinin belirlenmesinde flow sitometri ¢ok kullanilan bir yontem olmustur (Bennet ve
ark. 2000). Flow sitometrinin sagladig1 bu avantajlar sebebiyle son yillarda ¢ekirdek DNA
analizinin bitki 1slah1 ve genetiginde kullanimini giderek artmaktadir.

Bu nedenle yapilan calismamiz ile 1spanagin genetik kaynaklarimin elde edilerek
ileride yapilacak 1slah calismalarinda kislik sebze olarak {iilkemiz ekolojik kosullarindaki
performanslarinin iyilestirilmesinde, yiliksek verimli c¢esitlerin gelistirilmesinde faydali
olacagi kuskusuzdur.

Bu tezin amaci, iilkemiz kosullarinda kislik sebze olarak performanslarinin
belirlenmesi igin yurt i¢i ve yurt disindan elde edilmis olan 53 1spanak (Spinacia olercea L.)
aksesyonunun 1slah c¢alismalarinda kullanilmadan Once On arastirma kapsaminda flow
sitometri yontemi kullanarak cekirdek DNA igerikleri ile aksesyonlarin ploidi diizeylerini

saptamak ve bu yontemi populasyonlar igerisindeki karisikliklart belirlemede kullanmaktir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Ispanak

Ispanak (Spinacia oleracea L., 2n = 2x= 12) 6nemli ve besleyici yesil yaprakl
sebzedir ve zengin bir karotenoid, folat, vitamin C, kalsiyum ve demir kaynagidir (Xu et al.
2017).

Latince adi Spinacia oleracea L. olan ispanak, Chenopodiaceae familyasinda yer
almaktadir. Serin iklim sebzelerinden olan 1spanagin anavatanmi giiney Tiirkistan, Kafkasya,
Nepal olup yapraklar tiiketilmektedir. 2012 yilinda Cin, 19 513 000 ton 1spanak iiretimi ile
ilk sirada yer alirken, Tiirkiye 222 225 ton tiretim ile diinyada Japonya’dan sonra 4.sirada yer
almaktadir (Cizelge 2.1). Bu nedenle 1spanagin iilkemizin ekonomisi agisindan Onemi
biiyiliktiir ABD, 1spanak iiretiminde son zamanlarda artig gostermistir. Ispanak, yogunlukla
Ege, Bat1 Karadeniz, Bat1 Anadolu bolgelerinde yetistirilmektedir (Cizelge 2.2). Ispanak sicak
bolgelerde yaz sonlar1 ve kig aylarinda soguk bolgelerde ise kis ve ilkbahar déneminde
tiretilmektedir. Kig mevsimi boyunca biitiin bolgelerimizde yogun bir sekilde tiiketilmektedir.
Tasima ve ulagim imkanlarinin artmasi ve iyilestirilmesi sonucu kis boyunca giiney ve bati
bolgelerimizde {iretilen 1spanak, i¢ ve dogu boélgelerimize pazarlanmaktadir. Ispanagin
dondurulmus olarak pazarlanabilmesi yaninda ¢orba ve ¢ocuk mamasi sanayinde kullanilmasi

da tiretimi olumlu yonde etkilemistir (Eksi ve ark. 2014).

Cizelge 2.1. Ulkelere gore 1spanak iiretimi (FAO, 2011 ve 2012)

2011 2012
Cin 18 782 961 19513 000
ABD 409 360 354 050
Japonya 263 500 275 000
Tiirkiye 221 632 222 225
Endonezya 160 513 154 964



Cizelge 2.2. Bolgelere gore 1spanak iiretimi (TUIK, 2011 ve 2012)

Bolgeler Ispanak (ton) (2011) Bolgeler Ispanak (ton) (2012)

Ege 53.777 Ege 53.074
Bat1 Karadeniz 47.619 Bat1 Karadeniz 46.779
Bat1 Anadolu 35.968 Bat1 Anadolu 35.774
Dogu Marmara 34.485 Dogu Marmara 35.288
Akdeniz 29.459 Akdeniz 30.656
Bat1 Marmara 11.910 Bat1 Marmara 12.031
G.Dogu Anadolu 517 G. Dogu Anadolu 847

Ispanaklar, tohumlarinin dikenli olup olmadigina goére iki ayri botanik varyeteye
ayrilirlar. Bunlar: Spinacia oleracea L. var. oleracea (Tohumlar: dikenli olanlar), Spinacia
oleracea L. var. inermis Moench (Tohumlar1 dikensiz olanlar). Baz1 yazarlar tarafindan
Spinacia tetranda Roxb. olarak adlandirilan bitkinin 1spanagin atasi oldugu belirtilmektedir.
Ispanak 2n=2x=12 kromozoma sahip diploid bir bitkidir (Salk ve ark. 2008).

Spinacia oleracea L. (1spanak), iki biiyiikk metasentrik, iki uzun subtelosentrik, iki kisa
alt telosentrik, iki akrosentrik ve dort alt metasentrikden olusan, 2n = 2x = 12 kromozoma
sahip hem erkek hem de disi bitkiler bulunan dioik bir tiiriidiir (Lan et al. 2006).

S. oleracea L. Mazeran bitkilerinden hazirlanan kok ug¢ hiicrelerinin metafaz ve
prometafaz mikroskop gozlemlerinde hem erkek hem de disi 1spanak bitkilerinde 2n = 12
kromozom varlig1 tespit edildi (Fujito et al. 2005).

2.2. Flow Sitometri Nedir

Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin Olclilmesidir. Flow sitometri ise, akan bir sivinin igerisindeki hiicrelerin
Ozelliklerinin incelenmesi olarak tanimlanabilir (Yurtsever 2016). Giiniimiizde flow sitometri
ya da akim sitometri terimleri kullanilmaktadir. Hedeflenen yap1 ya da hiicre once fluoresan
madde ile isaretli bir antikor veya 6zel bir boya (niikleik asitlere 6zel propidium iodide)
kullanilarak isaretlenir. Baz1 durumda ise klorofil gibi maddeler kendileri fluoresan o6zellige
sahiptir (Kanev ve Muranli 2016).

Flow sitometri, hiicre veya partikiillerin akmakta olan bir akigkanin icindeyken
karakteristiklerinin Olgiilmesidir. Akim sitometrisi ile bir slispansiyon halindeki hiicre ya da

partikiiller, lazer 15181 ile aydmlatilmakta olan bir bdlmeden gegirilir; hiicrelerin 15181n
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onlinden gegerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi,
hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan ¢esitli
fluorokromlar da olabilir. Boylece hiicre ya da partikiiliin immunfenotipi, DNA igerigi, enzim
aktiviteleri, hlicre membran potansiyeli, canliligi gibi ¢esitli Ozellikleri hakkinda bilgi
toplanabilir (Karaboz ve ark. 2008).

Flow sitometrinin ¢alisma prensipleri 1870 yillara kadar eski olsa da 1969 yillinda
argon lazerinin kullanilmaya baglamasi, 1980 yillinda ayirma isleminin bulunmasi ve son 10

yildir siirekli olarak gelistirmesiyle giiniimiize kadar gelismistir (Demirel 1995).

2.3. Flow Sitometrinin Calisma Prensibi

Her bir hiicre veya partikiil lazer demetinin i¢inden gecerken saptirilan lazer 15181 ve
hiicreler tarafindan yayinlanan fluorosen 15181 bir araya getirilip, optik filtreler ve aynalar
tarafindan farkli dalga boylarina gore ayrilarak, analog sinyallere doniistiiriiliirler. Bu
sinyaller dijitallestirilerek, histogramlar olarak ekrana aktarilir. Histogram, o6lgiilen
parametrelerin frekans dagilimlarinin gérsel sunumudur (Dunphy 2004).

Olgiim sirasinda hiicreler canli veya sabit olmalidir, ayrica sivi iginde hiicreler tek tek
askida olmalidir. Hiicreleri igeren siispansiyon siirekli bir akisla lazer 1sin1 i¢inden ge¢cmelidir.
Her bir hiicre lazer 1518 bir kismmi saptirir ve ayni zamanda lazer tarafindan
uyarildiklarindan yani ekstra enerji yliklenmis oldugundan, fluorosen 15181 yayarlar.

Sitometri her bir hiicre i¢in ayn1 anda bir¢ok parametre dlger:

v Hiicre ¢ap1 ile yaklasik orantili olarak diisiik acgida ileri sagilma
yogunlugu
v Hiicre i¢indeki graniil yap1 sayist ile yaklasik orantili olarak ortogonal

(90°) sagilma yogunlugu
v Bir¢ok dalga boyundaki fluoresen yogunlugu

Fluorosen yogunlugu her bir hiicre i¢in es zamanl olarak birgok farkli dalga
boylarinda 6lgiiliir. Fluorosen proplari hiicrelerin spesifik bilesenlerinin sayilarini rapor etmek
icin kullanilir. Fluorosen antikorlar daha ¢ok spesifik yiizey reseptorleri yogunluklarinin rapor
edilmesinde kullanilir ve bdylece gecis genleri ifade eden hiicreler de dahil olmak {izere
farklilasmis hiicre tiplerinin alt populasyonlar1 da belirlenir. Bunlar fluorosen hale getirilerek,
viriislerin veya hormonlarin yiizey reseptorleri ile bagi 6l¢iilebilir. Hiicreler aras1 bilesenler ile

toplam DNA/ hiicre (hiicre ¢evrimleri analizlerine izin verecek sekilde), yeni sentez edilmis
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DNA, DNA veya mRNA olusturan 6zel niikleotid flamentoz aktin ve antikor elde edilebilecek
herhangi bir yapi1y1 kapsayacak sekilde fluorosen proplar ile veriler toplanabilir.

Flow sitometri ayn1 zamanda hiicreler arasi serbest kalsiyum, zar potansiyeli, pH veya
serbest yag asitlerindeki hizli degisiklikleri de izleyebilir.

Flow sitometriler; akiskanlar, lazer optikler, elektronik dedektorler, analog dijital
cevrimciler ve bilgisayarlari igerir. Optik kisim lazer 15181 yayar ve 1sin1 birkag hiicre ¢capinin

olusturdugu demet iizerine odaklar (Karaboz ve ark. 2008).

2.4. Flow sitometri ve kullanim alanlar

Cimen ve ark. (2016)’ da ploidi 1slah1 yoluyla ¢ekirdeksiz yeni turuncgil cesitlerini
gelistirmek amaciyla tetraploid bitki elde edilmesinde bitkilerden alinan yaprak 6rneklerinde
flow sitometri yoluyla ploidi analizi yapilmislardir.

Flow sitometri ile ¢ok yillik bugdaygil yem bitkisi genetik kaynaklarinin
karakterizasyonu isimli c¢alismalarinda, 1slah programlarinda kullanmak amaciyla Dogu
Anadolu Bolgesi daglik boélgelerinden toplanmis olan 169 bugdaygil yem bitkisi
popiilasyonunun (Festuca sp., Koeleria sp. ve Agropyron sp.) ¢ekirdek DNA igerikleri flow
sitometri yontemi ile ilk defa belirlenmis ve popiilasyonlarin ploidi diizeyi ile safiyetlerinin
belirlenmesinde kullanilmistir (Tuna ve ark. 2016).

Primer mikroskop 6zellikleri kullanilarak hiicrelerin biyokimyasal ve fiziksel
ozelliklerinin senelerdir saptanmasina karsilik, artik flow sitometri teknigi yaygin bir sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Flow sitometri, ¢esitli hiicrelerin bir siispansiyon halinde bir akis
kanali boyunca ard arda gegmesi ve bu sirada hiicre biiyiikliigii ve graniilaritesine gore
ayrilmasi esasina dayanan bir teknik ve cihazdir. Bu cihaz ile hiicrenin yiizey ve i¢ proteinleri,
organelleri ve diger bilesenleri analiz ve ayrimi, lazer ve elektronik teknolojisi kullanilarak
bliyiikliik, graniilarite ve floresans emisyonu esasina gore yapilmaktadir. Tipta, Akis sitometri
cthaz1 ile analiz i¢in hiicre siispansiyonu hazirlamak amaciyla; kan, kemik iligi, beyin,
omurilik sivisi, alveoler lavaj sivisi, eklem sivisi, plevral sivi, doku biyopsi 6rnekleri, parafin
bloktaki dokular, hiicre kiltiirii 6rneklerinde rahatlikla kullanilabilmektedir. Flow sitometri
yontemi siklikla hiicre o6liimii, hiicresel 06zellikler ve proliferasyonun belirlenmesi;
mikroorganizma (hiicre i¢i bakteri, virlis, bakteri ve alg) sayis1 ve tiir analizi yapilmast;
parazit ve mantar belirlenmesi; hiicre kiiltlirlinde viriis, bakteri ve hiicre sayimi; notral yag
igeriginin belirlenmesi; bagil klorofil igerigine bagl alt popiilasyonlarin, tiirlerin ve bireylerin

belirlenmesi; alglerde toksik madde etkileri; LC50 degerlerinin bulunmasinda; alglerde
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sitotoksik ¢aligmalarda ve ekotoksikoloji ¢alismalarinda 6nemli bir sekilde kullanilmaktadir
(Kanev ve Muranl1 2016).

Flow sitometri yontemi yaklasik elli yildir bitkilerde ¢ekirdek DNA miktarinin
belirlenmesi igin kullanilmaktadir. Bu c¢alismada endemik Dianthus ingoldbyi Turrill
bitkisinin ¢ekirdek DNA miktar1 flow sitometri yontemiyle belirlendi. Materyal olarak
saglikli yaprak dokusu kullanildi. D. Ingoldbyi’e ve internal standart olarak kullanilan
Hordeum vulgare ‘ye ait yaprak parcalar1 MgSO4 tamponu iginde kesilerek c¢ekirdekler
cikarildi. Siispansiyon naylon siizgeg ile siiziilerek santrifiij edildi. Cokelti iizerine RNase ve
Propidium iodide eklenmis tampon ilave edilerek 37°C de 20 dakika bekletildi. Boyanan
cekirdekler EPICS XL (Beckmann Coulter) model flow sitometri cihazi ile analiz edildi.
Analizler on farkli bitkiden ti¢ tekrarli olarak yapildi. D. ingoldbyi ‘nin 2C ¢ekirdek DNA
miktar1 2.48 pg ( 0.03) olarak hesaplandi. Bitkilerde ¢ekirdek DNA miktarlarinin bilinmesi,
molekiiler biyoloji, bitki sistematigi ve ekolojisini de i¢ine alan pek ¢ok disiplin i¢in oldukca
onemlidir. Bununla birlikte cografik kosullar, bitki yasam formlar1 ve ekipman maliyeti
nedeniyle angiospermlerin ancak %1,4 ‘lniin g¢ekirdek DNA miktar1 bilinmektedir. Bu
calisma ile endemik bir tiir olan D. ingoldbyi ‘nin 2C g¢ekirdek DNA miktar1 hesaplanarak,
angiosperm ¢ekirdek DNA miktar1 bilgilerine katki saglandi (Meri¢ ve Giilerr 2008).

Ulkemizde son yillarda morfolojik ve genetik karakterizasyonun yaninda bitkilerde
sitolojik karakterizasyonda olduk¢a Onem kazanmaktadir. Sitolojik diizeyde yapilan
calismalarda ise kromozomal incelemeler, stomalar diizeyde incelemeler ve flow sitometri
analizleri kullanilmaktadir. Sitolojik ¢alismalarda kullanilan tekniklerin, ¢evresel kosullardan
etkilenmemesi, analizin bitkinin herhangi bir par¢asinda ya da biiylime doneminde
yapilabilmesi, analiz sayisinin zamanla ve materyalle sinirli olmamasi, analizin bitkinin ¢ok
kiiclik 6rneklerinde yapilabilmesi de sitolojik ¢alismalarin dnemini arttirmistir. Ayrica 1slahta
istenilen Ozelliklerin taranabilmesi igin ¢esitlerin sitolojik yapilar1 arasindaki iliskinin
bilinmesi énemli rol oynamaktadir (Ozgen ve ark. 2000).

Mikrobiyologlar agisindan flow sitometrik metodun en 6nemli 6zelligi, her bireysel
hiicre icin veri toplanmasidir. Bu durum, arastirmacinin bir populasyon igindeki dagilim

ozelligini veya Ozelliklerini 6lgebilmesini saglar (Winson ve Davey 2000).

2.5. Flow sitometrinin tarimsal arastirmalarda kullanim alanlari

Ulkemizin farkli bolgelerinden Lagenaria siceraria tiiriine ait yaklasik 400 adet

genotip toplanmig ve bunlarin 338’inin morfolojik karakterizasyonu yapilmistir. (Yetisir ve
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ark. 2007, Yetisir ve ark. 2008, Yetisir ve ark. 2010). Islah galismalarinda genotipler
arasindaki ploidi seviyelerindeki farkliliklar ireme engelleri olusturur ve gen akisini olumsuz
etkiler. Bu nedenle 1slah c¢aligmalarina gegilmeden Once bireyler arasindaki ploidi
seviyesindeki farkliliklarin ve bu farkliliklarin derecesinin tespiti 6onem tasimaktadir. Flow
sitometri; son yillarda, kolayligi, hizi, hassasiyeti ve giivenilirliginden dolayr ploidi
analizlerinde tercih edilen bir yontemdir. Ulkemizin farkl1 bélgelerinden toplanan ve yurt dis
kaynaklardan temin edilmis olan su kabag1 genotiplerinin gekirdek DNA igerikleri ve bununla
birlikte ploidi diizeyleri Flow sitometri yontemi ile saptanmustir. Olg¢iim yonteminden
kaynaklanan standart sapma da hesaba katildiginda degerlendirmeye alinan Lagenaria
siceraria aksesyonlarinda poliplodi durumunun olmadig1 goriilmiistiir (Ersoy ve ark. 2014).

Bamya; yetistirilen sebzeler arasinda {retiminin zorlugu sebebiyle iilkemizde
yetistiriciligi ve 1slah1 gereken yere ulasamamistir. Bunda en biiyiik etkenlerden bir tanesi
1slahta materyal olarak kullanilacak cesitlerin sitolojik durumlari hakkinda yeterli diizeyde
bilginin olmamasidir. Yetistiriciligi yapilan bamya cesit ve lokal popiilasyonlarinin ploidy
diizeyi ile ilgili giivenilir bilgiler bulunmamaktadir. Bitkilerde ploidi diizeyi klasik olarak 11k
mikroskobu ile kok wucu dokularindan hazirlanmis preparatlar {izerindeki mitoz
kromozomlarin1 sayarak saptanmaktadir. Ancak bu yontem, bol miktarda boliinen hiicreye
sahip gen¢ ve hizli biiyiiyen kok ucu materyaline gereksinim duyar ve oldukca yavas ve
zahmetlidir. Buna ilave olarak bamya gibi kiiciik ve yiliksek sayida kromozoma sahip
bitkilerde sik sik hatalara da sebep olabilmektedir. Hiicre ¢ekirdegi icerisindeki DNA miktari
ile ploidi diizeyi arasinda c¢ok siki bir iligki olmasindan dolay1 ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi
ploidy diizeyinin bir gostergesi olarak kullanilabilmektedir. Bugiin ¢ekirdek DNA igeriginin
flow sitometri ile nispeten ciizi bir maliyet ile hizli ve hassas bir sekilde belirlenebilmesi
yontemi bugiin ploidy analizlerinde tercih edilir hale getirmistir. Bu yapilan ¢aligmanin amaci
flow sitometri ile Tiirkiye’nin degisik bolgelerin den toplanmis yaklagik 20 farkli bamya cesit
ve lokal popiilasyonlarinin ploidy diizeyini ilk defa belirlemektir. Yapilan ¢aligma sonucunda
elde ettigimiz sonucglara gore bamya cesit ve lokal popiilasyonlarinin ¢ekirdek DNA
iceriklerinin 2,88 pg/2C ile 3,00 pg/2C arasinda degistigi tespit edilmistir. Cekirdek DNA
analizi sonuclarina goére bu c¢aligma kapsaminda incelenen tiim bamya c¢esit ve lokal
popiilasyonlarinin ayni ploidiy diizeyine sahip oldugunu isaret etmektedir. Ayrica bir bamya
bitkisinde kromozom sayimi yapilarak ¢ekirdek DNA igerigi ile iligkilendirilmis ve boylece
tiim gesit ve lokal popiilasyonlarin ploidy diizeyi belirlenmistir (Orkgii ve ark. 2014).

Tuna ve Cabi (2014), “Baz1 bugdaygil yem bitkisi tiirlerine ait populasyonlarin

cekirdek DNA iceriklerinin flow sitometri yontemiyle belirlenmesi ve ploidy analizi ile tiir
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teshisinde kullanimi1” isimli aragtirmalarinda bugdaygil yem bitkisi genetik kaynaklarmin
islah programlarina dahil edilmeden Once muhakkak karakterize edilmelerinin gerekli
oldugunu bu tiir ¢alismalar i¢cinde flow sitometrinin su an mevcut olan en hassas, hizli, ucuz
ve giivenilir metot oldugunu bildirmislerdir.

Teykin (2011), 83 Bromus catharticus Vahl. aksesyonunun flow sitometri yontemiyle
cekirdek DNA igeriklerini belirledigi arastirmasinda, 81 aksesyonun 11.79 pg 2C-1 ile 13.72
pg 2C-1 arasinda ve hekzaploid olduklarini bildirmistir. Cekirdek DNA igerigi bariz olarak
cok yiiksek olan (19.66 ve 19.41 pg 2C—1 ) iki aksesyonun ise baska tiire ait oldugunu
bildirmistir.

Tuna (2009), ¢ekirdek DNA igeriginin tarimsal arastirmalarda kullanim alanlari 1.
ploidy analizi 2. ploidy diizeyi stabilitesinin kontrolii, 3. haploid ve double haploid hatlarin
tiretimi, 4. yeni ploidy diizeylerinin belirlenmesi, 5. aneuploid bitkilerin belirlenmesi, 6. erken
gelisme donemlerinde cinsiyet belirlenmesi, 7. tlirler aras1 melezleme, 8. somatik melezleme,
9. hiicre dongiisii analizi olarak siralandigini bildirmistir.

Festuca cinsi igerisinde tiirlerin monoploid ¢ekirdek DNA igeriginin (2C DNA
icerigi/temel kromozom seti sayisi) 1.58 ile 4.03 pg arasinda degismektedir (Bennett and
Leitch, 2004). Festuca cinsi igerisindeki monoploid ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan
gozlenen bu farkliligin cinsin siniflandirilmasinda yararli oldugu saptanmistir (Lourerio ve
ark., 2007).

Tuna ve ark. (2001), dort Bromus tiiriiniin 322 aksesyonun ploidy diizeylerini
saptamak igin yaptiklar1 ¢alismada, her bir aksesyondan 10 bitkinin DNA igerigini tespit
etmek i¢in Flow sitometri yontemi ile ¢alismiglardir. Segilen aksesyonlarda ortalama DNA
igeriklerinin ploidi seviyeleri ile baglantili oldugu, bu aksesyonlarin DNA igeriklerinin farkli
ploidy seviyelerini temsil ettiklerini gosterdigini tespit etmislerdir. Tetraploid, octaploid ve
decaploid aksesyonlarin niikleer DNA igeriginin diploid aksesyonlardan yaklasik olarak 2, 4
ve 5 defa daha biiyiik oldugunu belirlemislerdir.

2.6. Kromozomlarin sayim ve ploidi diizeyinin belirlenmesi

Bitkilerin ploidi diizeyi geleneksel olarak yavas ve ¢ok fazla is giicline gereksinim
gosteren feulgen veya asetokarmin ile boyanmis kok ucu dokularindan yapilmis preparatlar
tizerindeki mitoz kromozomlarmi 151tk mikroskobu ile sayarak belirlenmektedir. Ancak,
yontem genetik kaynak kolleksiyonlarinda oldugu gibi ¢ok sayida bitki Orneginin analiz

edilmesinin gerektigi durumlarda ploidi diizeyi belirlemede pratik ve kullanigh degildir. Buna
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ilave olarak, kromozomlari kii¢iik ve ploidi diizeyi yiiksek olan tiirlerde bu yontem ile ploidi
analizi olduk¢a zahmetlidir ve ¢ogunlukla da genetik kaynaklarin yanlis siniflandirilmasina
neden olmaktadir (Tuna ve Cabi 2014).

Bir tiirii belirlemek i¢in morfolojik, genetik ve sitolojik ¢alismalardan bitki 1slahgilar
yaralanmak durumundadirlar. Herhangi bir tiiriin kesinlik kazanmasi sadece belirli bir alanda
yapilan karakterizasyon c¢alismalar1 yeterli olmamaktadir. Bir tiiriin sistematikteki klasik
yerini tayin etmek ve bazi 1slah sorunlarini ¢6zebilmek igin, o tiirin ¢ekirdek DNA igeriginin
hesaplanmasi, ploidi diizeyinin belirlenmesi, kromozomlarin sayimi, kromozomlarinin
biiyiikliigii, morfolojisi, boyanmasi, sentromerlerinin kromozom {izerindeki yeri ve seklinin
nasil oldugunun bilinmesi lazimdir (Akgelik 2009).

Ohri (1998) bir cins igerisinde ayni kromozom sayisina sahip ¢ok sayida tiirlin
bulundugu durumlarda varsa tiirler arasindaki ¢ekirdek DNA igerigi farkliliklarinin tiirlerin
teshisi ve siniflandirilmalarinda ¢ok etkili oldugunu bildirmislerdir.

Geleneksel olarak bitkilerin ploidy diizeyi feulgen veya asetokarmin ile boyanmis kdk
uclarindan hazirlanmis preparatlar iizerinde bulunan mitoz kromozomlarini 151k mikroskobu
yardimiyla sayarak tespit edilmektedir (Karp 1991). Bitki genetik kaynaklarinin karakterize
edilmesi Orneginde oldugu gibi ¢ok sayida Ornekte ploidy diizeyinin belirlenmesinde
kullanilabilecek pratik ve kullaniglt bir yontem degildir. Ayrica, kromozomlart kiiciik ve
ploidy diizeyi yiiksek olan tiirlerde kromozom sayarak ploidy belirlemesi olduk¢a zordur ve
cogunlukla da genetik kaynaklarin yanlis siniflandirilmasina neden olmaktadir (Brummer ve
ark. 1999).

Bitkilerin sahip oldugu tiim kromozomlar hiicre ¢ekirdeginde bulundugundan,
cekirdek DNA miktarlart ploidy diizeyinin ifadesi olarak diigiiniilmektedir (Lu ve ark. 1998).
Onceleri bitki ¢gekirdek DNA miktarlari feulgen mikrospektrofotometri ile tespit edilmekteydi
(Bennett ve Smith 1976). Son yillarda, kolayligi, hizi ve giivenilirliginden dolay1 flow
sitometri ploidi belirlenmesinde tercih edilen yontem olmus (Rayburn ve ark. 1989, Heslop-
Harrison 1995) ve Panicum virgatum L. (Hultquist ve ark. 1997, Lu ve ark. 1998), Manda otu
(Buchloe dactyloides) (Johnson ve ark. 1998) yonca (Medicago sativa L.) (Brummer ve ark.
1999), baz1 yesil alan tiirleri (Arumuganathan ve ark. 1999), kilgiksiz brom (Bromus inermis
L.) (Tuna ve ark. 2001), ve domuz ayrigi (Dactylis L.) (Tuna ve ark. 2007) cinslerinde
basartyla kullanilmistir.

Genom basina ¢ekirdek DNA miktar1 hem tek bir bitkinin hiicreleri arasinda hemde
ayni tlirin farkli bireyleri arasinda degismeyerek sabit kalmakta ve bu yiizden de tiirlere 6zel

olmaktadir (Bennett ve Leitch 1995). Bir bitki hiicresindeki DNA miktar1 C harfi ile pikogram
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cinsinden belirtilir. C degeri haploid genom; 2C degeri ise diploid somatik genomun DNA
miktarini ifade etmektedir. Angiospermlerin ¢ekirdek DNA larina ait C degerleri 0.1 pg ile
125 pg arasinda degismektedir Pikogram cinsinden belirlenen DNA miktarlar niikleotid baz
ciftine (1pg = 980 Mbp) doniistiiriilebilmektedir. Genom basina ¢ekirdek DNA miktart hem
tek bir bitkinin hiicreleri arasinda hemde ayni tiiriin farkli bireyleri arasinda 2 degismeyerek
sabit kalmakta ve bu yiizden de tiirlere 6zel olmaktadir (Bennett ve ark. 2000). Cekirdek DNA
miktarlarinin tiirlere 6zel olmasi, ¢ekirdek DNA’s1 degerlerini taksonomi, evrim ve molekiiler
genetik calismalari i¢in vazgecilmez temel bilgi yapmaktadir (Bennett and Leitch 1995).
Cekirdek DNA miktarlar1 Vicia (Chooi 1971), Solanaceae (Narayan 1987) ve Bromus
(Tuna ve ark. 2001) cinslerinde de kullanilarak tiirlerin genomik karakterizasyonu ve

evrimlerinin incelenmesinde basariyla kullanilmistir.

2.7. Ispanakta kromozom sayimi

Ispanakta Koto gesidine ait bitkilerde kromozom sayimi ezme yayma preparasyon
yontemi kullanilarak yapilmistir. Viyolde yetistirilen bitkilerden kok ornekleri alinmistir.
Cimlenen ve yeterli uzunluga ulasan kok uglari kesilerek, ilk islem i¢in 16:30 ve 09:00°da a-
monobromonaftaline konulmustur ve 16 saat 4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra kok uglari 3:1
absolii alkol:glasiyal asetik asit karisiminda tespit edilmistir. Tespit iglemi sonrasinda %70°1ik
alkolde buzdolabinda depolanmis ve kok uglart boyamada aseto-orsein ve feulgen
kullanilmistir. Aseto-orseinde yapilan c¢alismada, kok uglart buzdolabindan c¢ikarilarak kok
uclari, IN HCI’de oda sicakliginda 5-6-7-10-12 dakika oda kosullarinda hidroliz edilmistir.
Kok uglart %2’lik aseto-orsein boyasi ile oda sicakliginda iki saat boyanmistir. Boyanan kok
uclarinin, %45°1ik asetik asit ile ezme preparatlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar, sivi
azot igerisinde dondurulmustur. Feulgende yapilan ¢aligmada, kdk uglari buzdolabindan
¢ikarilarak kok uglari, IN HCI’de 5-6-7-10-12 dakika sicak su banyosunda hidroliz edilmistir.
Kok uglart feulgen boyasinda oda sicakliginda iki saat boyanmistir. Boyanan kok uglarinin,
%45°1ik asetik asit ile ezme preparatlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar, sivi azot
icerisinde dondurulmustur. 16:30 da a-monobromonaftaline alinan kok uclarinda metafaz
sathas1 gozlenmistir. Feulgende yapilan boyamada, aseto-orseinde yapilan boyamaya gore
daha 1yi sonug¢ alinmistir (Eksi ve ark. 2014).

Ispanak, 2n=12 kromozom yapisina sahip dioik bir bitki olup, sitolojik agidan ilk kez
Stomps (1911) tarafindan arastirilmistir. Daha sonra birgok arastirict bu bitki ile ¢aligmalar

yapmustir (Winge 1917,Sinotvu 1929, Tuschnjakowa 1929).
16



Ispanakta sitogenetik analiz ile ilgili yapilan ¢alismada P.I. 169671, Spica, Universal,
Jiromaru, Early Hybrid (99 x 951 x Virginia Savoy) ¢esitlerinde kok ucu ile kromozom
calismast yapilmustir. Ilk asamada kok uglarina %0.07-0.1 kolhisin uygulanmustir. On
uygulamadan sonra kok uglar1 24 saat 3:1 asetik asitte bekletilmistir. Kok uglari, IN HCI’de
58-60°C’de 0.5-2 dakika siiresince hidroliz edilmis ve feulgen boyasinda 2-3 saat oda
sicakliginda boyanmistir. Boyamadan sonra kok uglart aseto karmen ile ezilmistir (Iizuka ve
Janick 1962).

Ispanak ile ayn1 familyada olan seker pancarinda (Beta vulgaris L.), homozigot hatta
yapilan ¢alismada, karyotip analizini belirlemek amaciyla kok uglarindan yararlanilmistir. On
muamele maddesi olarak 0.002 mol oxyquinoline uygulanmistir. Kok uglari asetik asitte (1:3)
fikse edilmis ve buzdolabinda depolanmistir. Buzdolabindan ¢ikarilan k6k uglari, 1IN HCI’de
60°C’de 5 dakika siiresince bekletilmistir. Hidrolizden sonra kok uglari, lakto-propiyonik
orcein maddesine aktarilmistir (Dyer, 1963). Ortalama kromozom uzunlugu 2.46 p olarak
bulunus ve en uzun ve en kisa kromozom arasindaki fark 2.46 s olarak belirlenmistir

(Bosemark ve Bormotov 1971).
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2. MATERYAL ve METOD

Arastirmada; Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Iklim Odasi

ile Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Bitki Genetigi ve

Sitogenetigi laboratuarindan faydalanilmistir.

3.1. Materyal

Arastirmamizda kullanilacak 1spanak aksesyonlart Amerika’da bulunan USDA

(United States Department of Agriculture)’dan temin edilmistir. Calismamizda toplam 53

1spanak aksesyonu kullanilmig olup bunlara ait liste Cizelge 3.1 de verilmistir.

Cizelge 3.1. Projede kullanilan 1spanak aksesyonlarinin ad, akseyon no ve orijinleri

No | Accesion No Orijin Bitki ismi
1 | Pl 254565 Afghanistan Polack

2 |P1167434 Belgium Cavallius

3 |P1179589 Belgium Giant Spinach

4 |P1179595 Belgium Victoria

5 |P1360710 France Samos HybrID

6 |Pl 266926 Germany Universal

7 |P1608712 Germany Spi 153/89

8 |P1531449 Hungary Hegykoi

9 |PI1531451 Hungary Matador

10 |PI1531454 Hungary Mosonmagyarovari
11 |P1222270 Iran Esfenaj

12 | P1251507 Iran Espinage

13 | P1209645 Iran, Fars No. 2

14 |P1176371 Italy Monstrans Viroflag
15 |P1227230 Japan Jiromaru

16 |P1508504 Korea, South Summer Green

17 |P1358260 Macedonia Radoviski

18 |PI1274042 Mensei bilinmiyor Best Of All

19 |P1274044 Mensei bilinmiyor Early Giant

20 |P1274048 Mensei bilinmiyor Giant Early Leaf
21 |PI1321020 Mensei bilinmiyor Wushe Waka Maru

18




No Accesion Orijin Bitki Ismi

22 | P1339545 Mensei bilinmiyor 101-2

23 |P1303138 Netherlands Princess Juliana

24 | P1360895 Netherlands Nores

25 |P1358248 Serbia and Monteneg OhrIDski

26 |P1358254 Serbia and Monteneg Sirokolisten

27 |P1379548 Serbia and Monteneg Prilepski

28 |PI1379549 Serbia and Monteneg Stipski

29 |PI1379552 Serbia and Monteneg Skopski

30 |P1499373 Soviet Union Godir

31 |PI1249920 Spain Espinaca Veroflay

32 |PI 262161 Spain Nostruosa Wireflay

33 | NSL 28218 Sweden Viking

34 |PI1 179507 Syria Beledi

35 |PI1164965 Turkey Cornell ID #242

36 |P1165012 Turkey Cornell ID #244; Harlan 88
37 |P1167098 Turkey Cornell ID #250; Harlan 295
38 |P1169026 Turkey Cgn 9499; Harlan 2920; B
39 |P1176776 Turkey Cornell ID #59; Harlan 9452
40 |PI1177558 Turkey Harian 4403

41 |P1206753 Turkey Cornell ID #29; Godfray 1133
42 | Ames 23664 | Denmark, Copenhagen Spi 151/93

43 | NSL 6084 United States, California Giant Thick Leaved/Nobel
44 | NSL 4683 United States, Maryland Dixie Market

45 | NSL 81329 United States, Maryland Bouquet

46 |NSL 26513 United States, Michigan Resistoflay

47 |NSL 6097 United States, Minnesota Northland

48 |NSL 6097 United States, Missouri Va Savoy Blight Resistant
49 |NSL 6088 United States, New York Blight Resistant Savoy

50 |NSL 6099 United States, Pennsylvani | Nobel/Giant Thick Leaved
51 | NSL 6557 United States, Washington | Old Dominion

52 |NSL 28217 United States, Wyoming Mt Evergreen

53 |NSL 81328 Unites States, Maryland Duet
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3.2.  Yontem

3.2.1 Bitkilerin Yetistiriciligi

Aragtirmada bitkilerin yetistiriciligi Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii iklim odasinda yapilmistir.

Deneme kontrollii kosullar altinda +40°C ile —20°C sicakliklar arasinda ayarlanabilen
iklim odasinda kurulmustur. Arastirmada iklim odasi, 22/18°C (giindiiz /gece) sicaklik, %70
nem, 10/14 (aydinlik/gece) saatlik fotoperiyodik diizende, 400 umol m2s™ 151k siddetine sahip
olacak sekilde ayarlanmistir. Tohum ekimi yetistirme odasinda yetistirme masalari tizerinde
plastik multipotlara yapilmistir (Sekil 3.1). Ispanak tohumlari torf igerisine ekilmis ve normal
bakim islemleri yapilarak (Salk ve ark. 2008) yetistirme odalarinda 1spanak i¢in uygun
sartlarda bitkiler ilk gercek yapraklarin gorildiigii doneme kadar ¢ok gozlii saksilarda

yetistirilmistir.

Sekil 3.1. Iklim odasinda ¢ok gozlii saksilarada torf icerisine tohum ekimi

Ik gergek yapraklarm goriildiigii dénemde Brechner ve deVilliers (2012)’tarafindan
hazirlanan besin ¢ozeltisine gore hidroponik sisteme alinmiglardir (Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve
Sekil 3.5). Bitkiler iklim odasinda 800 ml hacminde (13x11cm ebatlarinda) perlit igeren
saksilarda yetistirilmislerdir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).
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Sekil 3.2. iklim odas1 otomatik kontrol panosunun distan ve i¢ten goriiniimii

Sekil 3.3. 200 litre hacmindeki besin ¢ozelti ile doldurulan hidroponik tanklarinin gériiniimii
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Sekil 3.4. iklim odasinda kontrollii kosullarda 800 ml hacminde perlit iceren saksilarda
1spanaklarin goriiniimii.
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Sekil 3.5. iklim odasinda farkli 1spanak Aksesyonlarinin ¢ikis sonrast bakim ve gdzlemleri.

3.2.2. Flow sitometri ile Cekirdek DNA Analizi (pg)

(Calismamizda florasan boya olarak DAPI kullanilmis olup, Partec firmasmin ticari
kitleri kullanilarak hazirlanmistir. Ornekler Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri Boliimii, Sitogenetik Laborotuvar’inda Partec marka marka flow sitometri cihaz ile
analiz edilmislerdir. Cekirdek DNA analizi i¢in oncelikle asagida sunulmus olan protokol

kullanilarak 1spanak yaprak dokularindan nukleus izolasyonu yapilmistir (Tuna, 2014).
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Cekirdek DNA analizi: Cekirdek DNA analizi i¢in bitki yaprak dokularindan hiicre
¢ekirdegi izolasyonunda Partec firmasinin hazir kitleri kullanilmistir. Prosediiriin uygulanisi

asagidaki gibidir.

1. Yaklasik olarak 0,5 cm? biiyiikliigiinde taze yaprak dokusu petri kabina konur ve
tizerine 500 pl Exraction Buffer ilave edilir

2. Yaprak dokusu keskin jilet ile 30-60 saniye siiresince kii¢iik pargalara ayrilana kadar
pargalanir. Bu sekilde hazirlanmig 6rnek petri kabi igerisinde hafifce 10-15 saniye
kadar calkalanir.

3. Calkalama isleminden sonra 40 saniye kadar petri kabinda bekletilen 6rnek Partec
marka 50 pl CellTrics filtre ile siiziilerek tiip icerisine transfer edilir.

4. Tiip igerisine daha once hazirlanmis 2ml staining soliiyon ilave edilerek hazirlanan

ornek 1s1ksiz bir ortamda 30-60 dakika inkiibe edilir.

Bu siirenin sonunda izole edilmis olan hiicre ¢ekirdekleri flow sitometri cihazi

kullanilarak analiz edilir.

Yukarida verilen yonteme gore muamele edilmis bitki dokusu hiicreleri mekanik
olarak birbirinden ayrilmis, hiicre ¢ekirdekleri serbest kalmisg, ¢ekirdek zari buffer tarafindan
icerilen bazi kimyasal maddeler tarafindan zedelenmis ve ¢ekirdek zari iizerinde delikler
meydana gelmistir. Solusyonun igerdigi propidium iodide (niikleik asitlere baglanma
Ozelligine sahip florasan boya), bu deliklerden yararlanarak g¢ekirdek igerisine girmis ve
nukleik asitlere baglanmistir. Burada cekirdegin igerisine giren Dapi miktari, g¢ekirdek
icerisinde bulunan DNA miktar1 ile orantilidir. Cekirdek DNA igerigi arttikga g¢ekirdek
icerisine giren ve baglanan Dapi miktar1 da ayni oranda artmaktadir. Bu yontem ile muamele
edilmis hiicre ¢ekirdegi flow sitometri analizi sirasinda lazer 15181 6niinden gegerken igerdigi

PI miktar1 (dolayl1 olarak DNA igerigi) ile dogru orantil olarak florasan 15181 yayar.
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Sekil 3.6. Ispanak aksesyonlarina ait yaprak dokularmin jilet yardim ile par¢alanmasi
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Sekil 3.7. Ispanak aksesyonlarina ait yaprak dokularina
a) Buffer ilavesi,
b) Siizme islemi,
c) ve d) Staining soliisyon ilavesi
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Sekil 3.8. Partec marka marka flow sitometri cihazi ile bitkilerin yaprak dokularinda ¢ekirdek
DNA miktarlarinin belirlenmesi

Yayilan florasanlar cihazin igerisinde bulunan optik boliimlerde bir dizi islemden
gectikten sonra elektrik sinyallerine doniisiir ve cihaza bagli olan bilgisayar monitdriine
histogram olarak yansir (Sekil 3.9). Histogramin dikey ekseni; analiz edilen hiicre sayisini,
yatay ekseni ise; analiz edilen 6rneklerin florasan yogunlugunu gostermektedir. Yatay eksenin

sagina dogru gittik¢e florasan yogunlugu dolayisiyla DNA igerigi artmaktadir.
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Sekil 3.9. Cekirdek DNA’sinin flow stometri ile analizi sonucu bilgisayar monitdriine

yanstyan histogram

Histogramin en solunda bulunan genis kisim biiyiik 6l¢iide pargalanmis g¢ekirdek,
kromozomlar, plastitler, ve diger organellere aittir. Saglikli yapraklarin dikkatli bir sekilde
kiyilmasi ile kisim minimize edilebilir. Bu genis kisima ek olarak histogram, birisi daha
yiiksek iki ince pik ve aralarinda bir diizliik igermektedir. Histogramin bu sekilde olusmasinin
nedeni, orneklerin hazirlandig1 dokuyu meydana getiren hiicrelerin 6rnek hazirlama sirasinda,
hiicre dongiisiiniin degisik asamalarinda bulunmasidir. Hiicrelerin bir kismi mitoz
asamasindan yeni ¢ikmisken (boliinme heniiz gerceklestiginden cekirdek replike olmamis
DNA igerigine sahip), bir kism1 mitoz asamasina girmek i¢in son hazirliklarin1 yapmaktadir
(¢cekirdek replike olmus DNA icerigine sahip). Hiicrelerin geri kalan kismi1 da bu iki asamanin
arasinda bulunan DNA sentez (S fazi) asamasinda bulunmaktadir. Histogramin solunda
goriilen uzun tepe noktasi analiz i¢in hazirlanmis 6rnegin igerisinde bulunan DNA’s1 replike
edilmemis hiicreleri temsil eder ve Gl tepe noktasi olarak ifade edilir. Bu tepe noktasini
olusturan hiicreler 2C DNA igerigine sahiptirler. Histogramin saginda bulunan ve nispeten
daha kisa olan tepe noktasi ise DNA’s1 replike edilmis hiicreleri temsil eder ve G2 tepe
noktasi olarak ifade edilir. Bu tepe noktasini olusturan hiicreler 4C DNA igerigine sahiptirler.
Iki tepe noktasi arasinda yer alan aralik ise S fazinda olan hiicreleri temsil eder. Bu hiicrelerde
DNA sentezi devam ettiginden herbiri farkli miktarda ¢ekirdek DNA igerigine (G1 ile G2
arasinda) sahiptirler. Bu nedenle de tepe noktasi olusturamayip yatay eksene paralel bir egri

olustururlar.
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Flow sitometri ile yapilan rutin ¢ekirdek DNA analizlerinde her 6rnek i¢in yaklagik
10000 ¢ekirdegin DNA igerigi belirlenir ve ortalamasi analiz edilen 6rnegin ¢ekirdek DNA
icerigi olarak sunulur. Hassas bir analiz i¢in histogram iizerinde bulunan pikler miimkiin
oldugunca diizgiin, ince ve uzun olmalidir. Piklerin sekli flow sitometri cihazini kalibre
ederek ve Ornegi dikkatli hazirlayarak iyilestirilebilir. Varyasyon katsayisi (CV) pik
genisliginin istatistiksel Ol¢limiidiir ve florasan boncuklar kullanilarak oOlgiilmeli ve
ayarlanmalidir. Cekirdek DNA igerigi analizinde giivenli bir yorum icin CV degeri %3-5

civarinda olmalidir.

Bir bitkinin ¢ekirdek DNA icerigi mutlak olarak belirlenmek istenirse, bu bitkinin
DNA igerigi, DNA igerigi bilinen bir standart ile kiyaslanir. Standart olarak ¢ekirdek DNA
igerigi bilinen bir bitki kullanilacaksa standart bitkinin dokular1 da analiz edilecek 6rnege ait
dokularla birlikte ayni anda hazirlanir. Bu sekilde hazirlanmis bir 6rnek analiz edildiginde
elde edilecek olan histogram 2 yerine 4 pik igerir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Flow sitometri ile 1spanagin (Spinacia oleracea L.) ¢ekirdek DNA analizi sonucu
bilgisayar monitoriine yansiyan histogram (standart bitki olarak fig bitkisi kullanimistir)

Sekil 3.10°da goriilen histogramda ispanak ile standart olarak fig kullanilmigtir. Fig
3,65 pg DNA igerigine sahiptir. Histogramda birinci dar tepe noktasi 1spanaga, tiglincii tepe

noktasi fig bitkisine aittir.
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Bu piklerin soldan ilk ikisi analiz edilen 6rnege, lciinciisiide standart bitkiye aittir.
Piklerin hangilerinin 6rnege hangilerinin standarda ait oldugunu saptamak i¢in Ornek ile
standardin dokularindan hazirlanmis numuneler 6nce ayr1 olarak analiz edilirler ve piklerin
yerleri gozlenir. Bir 6rnegin mutlak ¢ekirdek DNA igerigi, ornek ile secilen standardin G1
piklerinin florasan yogunluklarina ait degerler kullanilarak asagidaki formiil araciligryla

pikogram (1pg = 10-12 g) olarak hesaplanir.

DNA miktar: bilinmeyen tire ait florasan yogunlugu

Cekirdek DNA miktari(pg) = (61 pikinin deger) X standardin DNA igerigi

Standarda ait ornegin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 2007 141 1061 3220 0.20
2 7106 14263 222 1668 203 0.20
3 12524 251.37 313 2351 202 0.20
4 14.332 28767 655 4921 175 0.20
80
60 -
w
b=
=
=]
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40
2047
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Sekil 3.11. Ispanak genotipinin ve figin flow sitometride histogram degerleri

Sekil 3.11°deki oOrnege goére bu hesaplama yapilacak olursa Ornegin florasan
yogunlugu 142,63 standartin (fig) florasan yogunlugu 251,37 standartin DNA agirlig1 3,65 pg
olarak alinmistir. Buna gore bu 1spanak genotipinin genom biiyiikligii (142,63/251,37)x3,65=
2,07 pg olarak hesaplanmustir.
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3.2.3. Ispanak aksesyonlarinin ploidi diizeylerinin belirlenmesi

Geleneksel olarak ploidi bitki kok ucu hiicrelerinde mitotik kromozomlar1 sayarak
belirlenmektedir. Yontem ¢ok fazla zaman, is gilicii ve yliksek oranda boliinen hiicreye
gereksinim duymaktadir. Bunlara ek olarak kromozomlari kiigiik veya ¢ok fazla olan tiirlerde
yanlis tespitlere neden olabilmektedir. Ozellikle bitki genetik kaynaklarinda oldugu gibi ¢ok
sayida bitkinin ploidi diizeyinin belirlenmesi gerektigi durumlarda bu yontem oldukca
yetersiz kalmaktadir.

Tiim bitki kromozomlari, hiicre ¢ekirdeginde yer almaktadir ve bitkilerin ¢ekirdek
DNA igerigi ile ploidy diizeyleri arasinda dogru orantili bir iligki bulunmaktadir. Bu iliski goz
ontinde bulundurularak ¢ekirdek DNA igeriginin ploidi diizeyi belirlemede kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir. Cekirdek DNA igerigini hizli ve hassas bir sekilde belirleyen flow sitometri
cihazinin gelistirilmesini izleyen yillarda, ¢ekirdek DNA igerigi birgok arastirici tarafinda
ploidi diizeyinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Her aksesyon i¢in 3 tek bitki ayri ayr analiz edilecek g¢ekirdek DNA analizleri
belirlenecek ve ortalamasi alinarak aksesyon ortalamasi hesaplanacaktir. Flow analizleri
tamamlandiktan sonra bitkilerin ¢ekirdek DNA igerikleri kromozom sayilar1 ile
iligkilendirilecektir. Bunun i¢in Oncelikle aksesyonlar ¢ekirdek DNA igerigi miktarina gore
gruplara ayrilacaktir. Daha sonra her gruptan en az birinin kromozomlari sayilarak bitkilerin
cekirdek DNA miktarlar ile kromozom sayilari iliskilendirilmis olacaktir. Boylece sadece bir
bitkinin mitoz kromozomlarin1 sayarak tiim bitkilerin ploidi diizeyleri belirlenmis olacaktir

(Lu ve ark. 1998, Tuna ve ark. 2001, Tuna ve ark. 2004).

3.2.4. Kromozomlarin sayimi

Kromozom saymmi ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan farklilik gosteren 1spanak
aksesyonlar1 arasindan segilen birkag bitki lizerinde yapilmistir. Kromozom sayimi bitki kok
uclarinda bulunan ve hizli boliinme gosteren meristematik hiicrelere sahip dokular
kullanilarak ezme yontemiyle hazirlanmis slaytlar izerinde morfolojisi diizgiin ve 1yi dagilmis

mitoz kromozomlarinin sayilmasiyla gergeklestirilmistir.
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Kok uglarimin elde edilmesi ve ilk islem: Kok uclar1 saksilarda yetistirilmekte olan
ergin bitkilerden elde edilmistir. Bu amagla sabahin erken saatlerinde (8-10) bitkiler
saksilarindan c¢ikartilmis ve beyaz goriiniimlii hizli bliylimekte olan kok uglart 1,5 cm
uzunlugunda kesilerek igerisinde 8-hydroxyquinoline soliisyonu bulunan kiigiik cam siselere
yerlestirilmistir. Kok uglar1 buz kabi igerisinde buzdolabina (+4 0C) yerlestirilerek 16-20 saat

stiresince inkiibe edilmistir

Tespit: Cam sise icerisindeki solusyon bosaltildiktan sonra, yerine yeni hazirlanmig
olan farmer ¢ozeltisi ( 3 kisim % 99 luk etil alkol + 1 kisim glasial asetik asit) doldurulmustur.
Kok uglar1 boylece tespit edilmis olur. Tespit edilmis olan kok uglar1 1 giin oda sartlarinda
bekletildikten sonra uzun siire depolanabilecekleri sicakligin 2—4 0C civarinda bulundugu bir

sogutucu igerisine transfer edilmistir.

Preparatlarin hazirlanmasi:

Kok uglarimin selulaz enzimleri ile muamele edilmesi: Farmer solusyonu igerisinde
bulunan kok uglart enzim solusyonuna transfer etmeden 6nce 4 defa 5-6 dakika i¢in 1x enzim
buffer1 igerisinde bekletilerek farmer solusyonu kék wucu dokularindan tamamen
uzaklagtirllmistir. Daha sonra kok uclari enzim solusyonuna (Cellulose RS, Cellulase
calbiocem ve Pectinase) transfer edilmis ve 37 °C de enzim ile tamamen digest edilene kadar

inkube edilmistir.

Preparat yapmada kullanilacak olan kdk uglar1 enzim solusyonundan c¢ikartilarak buz
lizerine yerlestirilmis bir kap icerisinde bulunan 1x enzim bufferine transfer edilmistir. Bu
sekilde muamele edilmis olan kok uglarindan preparatlar bir damla %45 lik asetik asit
kullanilarak ezme yontemiyle hazirlanmistir. Preparatlar faz kontrasti olan bir mikroskop ile
hizli bir sekilde kontrol edilerek ¢ok sayida iyi dagilmis mitoz kromozomuna sahip hiicreye
sahip olan preparatlar segilerek lamelin ¢ikartilabilmesi i¢in bir saat icin kuru buz iizerine
yerlestirilmis (ya da -80°C de) ve lamel uzaklastirildiktan sonra slaytlar bir giin oda
sartlarinda kurutulmustur. Kurumus olan preparatlar tizerine bir damla DAPI boyasi ilave
edilerek tizerine lamel yerlestirilmistir. Ertesi preparatlar florasan mikroskop altinda

incelenerek mitotik kromozom sayimi yapilmistir.
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Fotgraf ¢ekimi: Morfolojisi diizgiin sayilabilen ve kromozom sayisi tam olan
hiicrelerin kromozomlar1 sayillmis ve hazirlanan slaytlar Olympos marka BX 51 model 151k
mikroskobunda hiicrelerin fotograflar1 10 x 100 = 1000 kez biiyiitiilerek spot marka Rt Slider
model CCD dijital kamera ile ¢ekilmistir.

Sekil 3.12. Ispanak aksesyonlarina ait kromozom sayilarinin Olympos marka BX 51 model
151k mikroskobunda belirlenmesi ve Rt Slider model CCD dijital kamera ile
forograflanmasi

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Ispanak aksesyonlarina ait ¢ekirdek DNA igeriklerinin istatistiksel analizi 3
tekrarlamali olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore SPSS istatistik paket programi
kullanilarak yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farklilik ile Onemliligin belirlenmesinde

duncan ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1.  Flow sitometri ile Cekirdek DNA Analizi (pg)

Amerika Birlesik Devletin’de bulunan USDA (United States Department of
Agriculture)’dan temin edilen toplam 53 1spanak (Spinacia oleracea L.) aksesyonunun fow
sitometri yontemi yardimiyla ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidi diizeyleri ile kromozom

sayilarinin belirlenmesine ait elde edilen veriler asagida verilmistir.

Cizelge 4.1.’de flow sitometri analizleri sonucunda calismada ele alinan 1spanak
aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (genom hacmi) arasinda istatistiksel olarak 6nemli
(P<0.01) farklarin oldugu belirlenmistir. Ortaya ¢ikan bu farklarin standart sapma degerleri ve
onemlilik guruplar1 Cizelge 4.2'de ve onlardan bazilarina ait flow histogramlar1 Sekil 4.1 de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Bazi 1spanak (Spinacia oleracea L.) aksesyonlarinin varyans analizi tablosu

Varvasvon Kavnasi Kareler Serbestlik Kareler F
yasy ynag Toplami Derecesi Ortalamasi P
Aksesyon 0,256 52 0,005 2,798 | P<0.01
Hata 0,187 106 0,002
Genel 0,443 158

Cizelge 4.2'nin incelenmesinden anlasilacagi gibi 53 1spanak aksesyonlar1 arasinda
ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerigi 2,225 pg ile ile 2,059 pg arasinda degismektedir. En
yiiksek ortalama 2.225 pg ile PI 222270 aksesyon numarali Esfenaj ¢esidi oldugu
belirlenmistir¢ En diisiik ¢ekirdek DNA igerigi 2.059 pg PI 531451 nolu aksesyon numarali
Matador ¢esidi oldugu belirlenirken, bu aksesyonu ayni énem grubunda bulunan Pl 499373

aksesyon numarali Godir ¢esidi takip etmistir.
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Cizelge 4.2. Bazi 1spanak aksesyonlariin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve 6nem gruplari

No | Aksesyon No Bitki ismi iil::;‘(ﬂggll);é? Sézg?ﬁart T*Sx T:/Illl:]en a:::il. Onem Grubu

34 | P1222270 Esfenaj 2,225 0,047 0,038 | 2,187 | 2,263 | A 1. Grup
4 | NSL 6088 Blight Resistant Savoy 2,204 0,08 0,066 | 2,138 | 2,270 | AB

5 | NSL 6097 Northland 2,204 0,012 0,010 | 2,194 | 2,214 | AB > Grup
25 | P1 379548 Prilepski 2,192 0,038 0,031 | 2,161 | 2,223 | ABC

9 | NSL 28217 Mt Evergreen 2,189 0,004 0,004 | 2,185 | 2,192 | ABC

1 | Ames 23664 Spi 151/93 2,188 0,096 0,078 | 2,110 | 2,266 | ABC 3. Grup
32 | P1 251507 Espinage 2,184 0,019 0,016 | 2,168 | 2,199 | ABC

27 | P1 379552 Skopski 2,183 0,013 0,011 | 2,173 | 2,194 | ABC

10 | NSL 28218 Viking 2,181 0,037 0,030 | 2,151 | 2,211 | ABCD

15 | Pl 254565 Polack 2,181 0,06 0,049 | 2,132 | 2,229 | ABCD + G
6 | NSL 6099 Nobel/Giant Thick Leaved 2,177 0,055 0,045 | 2,132 | 2,222 | ABCDE

7 | NSL 6557 Old Dominion 2,175 0,075 0,061 | 2,114 | 2,236 | ABCDE

47 | P1 164965 Cornell ID #242 2,174 0,024 0,020 | 2,155 | 2,194 | ABCDE

43 | P1167434 Cavallius 2,172 0,043 0,035 | 2,137 | 2,207 | ABCDE > Grup
21 | P1 358254 Sirokolisten 2,172 0,031 0,026 | 2,146 | 2,197 | ABCDE

50 | P1206753 Cornell ID #29; Godfray 1133 2,168 0,045 0,037 | 2,131 | 2,204 | ABCDE
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Giiven arahgi

Onem

No | Aksesyon No Bitki ismi (i;;lgg?;gl/)zl\é? Sézg‘ﬂt I - Grubu
30 | P1262161 Nostruosa Wireflay 2,164 0,037 0,030 | 2,134 | 2,194 | ABCDE
46 | NSL 6097 Va Savoy Blight Resistant 2,164 0,042 0,034 | 2,129 | 2,198 | ABCDE
48 | P1167098 Cornell ID #250; Harlan 295 2,158 0,021 0,017 | 2,141 | 2,175 | ABCDE
33 | P1227230 Jiromaru 2,157 0,015 0,012 | 2,145 | 2,169 | ABCDE
45 | NSL 81328 Duet 2,155 0,075 0,062 | 2,093 | 2,216 | ABCDE
51 | P1165012 Cornell 1D #244; Harlan 88 2,152 0,079 0,064 | 2,088 | 2,217 | ABCDE
52 | PI1176776 Cornell ID #59; Harlan 9452 2,150 0,068 0,055 | 2,095 | 2,206 | ABCDE
3 | NSL 6084 Giant Thick Leaved/Nobel 2,147 0,055 0,045 | 2,102 | 2,193 | ABCDE
53 | PI 177558 Harian 4403 2,146 0,007 0,006 | 2,140 | 2,152 | ABCDE
49 | P1169026 Cgn 9499; Harlan 2920; B 2,143 0,068 0,055 | 2,088 | 2,199 | ABCDE > Grup
26 | P1 379549 Stipski 2,138 0,041 0,033 | 2,105 | 2,172 | ABCDE
16 | Pl 274042 Best Of All 2,136 0,024 0,020 | 2,117 | 2,156 | ABCDE
39 | P1 303138 Princess Juliana 2,130 0,031 0,025 | 2,105 | 2,155 | ABCDE
31 | P1266926 Universal 2,130 0,014 0,012 | 2,119 | 2,142 | ABCDE
2 | NSL 4683 Dixie Market 2,128 0,003 0,003 | 2,125 | 2,131 | ABCDE
17 | P1 274044 Early Giant 2,127 0,051 0,041 | 2,085 | 2,168 | ABCDE
37 | P1608712 Spi 153/89 2,125 0,02 0,016 | 2,109 | 2,141 | ABCDE
23 | P1360710 Samos HybrID 2,125 0,037 0,030 | 2,095 | 2,155 | ABCDE
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Onem

No | Aksesyon No | Bitki Ismi i:ilzg((e;gll);é? S;ZB?SS T*Sx Gu_ven arahgi Grubu
Min. | Maks.
41 | P1179595 Victoria 2,117 0,015 0,012 2,105 | 2,129 | ABCDE
28 | P1508504 Summer Green 2,117 0,052 0,042 | 2,074 | 2,159 | ABCDE
38 | P1274048 Giant Early Leaf 2,116 0,031 0,025 | 2,091 | 2,142 | ABCDE
14 | P1 249920 Espinaca Veroflay 2,116 0,017 0,014 | 2,102 | 2,130 | ABCDE 5. Grup
19 | P1339545 101-2 2,115 0,027 0,022 | 2,093 | 2,136 | ABCDE
13 | P1 209645 No. 2 2,110 0,006 0,005 | 2,105 | 2,115 | ABCDE
24 | P1360895 Nores 2,108 0,067 0,055 | 2,053 | 2,163 | ABCDE
36 | P1531449 Hegykoi 2,102 0,027 0,022 | 2,081 | 2,124 | BCDE
42 | P1176371 Monstrans Viroflag 2,100 0,047 0,038 | 2,062 | 2,138 | BCDE
11 | P1 179507 Beledi 2,096 0,009 0,007 | 2,089 | 2,104 | BCDE
22 | P1358260 Radoviski 2,091 0,035 0,029 | 2,062 | 2,119 | BCDE
18 | P1321020 Woushe Waka Maru 2,090 0,034 0,028 | 2,062 | 2,118 | BCDE 6. Grup
12 | P1 179589 Giant Spinach 2,088 0,025 0,021 | 2,067 | 2,109 | BCDE
20 | P1358248 OhrIDski 2,086 0,028 0,023 | 2,064 | 2,109 | BCDE
8 | NSL 26513 Resistoflay 2,084 0,009 0,007 | 2,077 | 2,091 | BCDE
35 | PI1 531454 Mosonmagyarovari 2,083 0,028 0,023 | 2,060 | 2,106 | CDE 7. Grup
44 | NSL 81329 Bouquet 2,062 0,025 0,021 | 2,041 | 2,083 | DE 8. Grup
40 | P1499373 Godir 2,059 0,022 0,018 | 2,041 | 2,077
29 | P1531451 Matador 2,059 0,028 0,023 | 2,036 | 2,082 3. Grup

37




Elde edilen bulgular neticesinde 53 Spinacia olerace L popiilasyonu kullanilmis ve her
populasyondan 3 bitki analiz edilmistir. Analiz edilmis 3 bitkinin ortalamasi alinarak
populasyon ortalamalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.2.). Flow sitometri sonucglarina gore
1spanak aksesyonlarinin ortalama g¢ekirdek DNA igeriklerinin 2.225 pg/2C ile 2.059 pg/2C
arasinda degistigi gozlenmistir. Sekil4.1 ve Sekil 4.2 de bazi 1spanak bitkileri ile standart
olarak kullanilan fig (Vicia sativa) bitkilerine ait G1 piklerinin birbirine goére pozisyonlari
gorilmektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu popiilasyonlarin ¢ekirdek DNA ortalamalari
arasindaki farkin istatistiksel acidan 6nemli oldugu saptanmis (Cizelge 4.1.) ve 1spanak
populasyonlarinin 9 farkli gruba ayrildigr gozlenmistir. 1. grupta ortalama c¢ekirdek DNA
icerigi 2.225 pg/2C olan tek bir populasyon yer almaktadir. 2. grupta ortalama c¢ekirdek DNA
igerigi 2.204 pg/2C olan 2 populasyon yer almaktadir. 3. grupta ortalama cekirdek DNA
icerigi 2.192 pg/2C ile 2.183 pg/2C olan 5 populasyon, 4. grupta ortalama ¢ekirdek DNA
icerikleri 2.181 pg/2C olan 2 populasyon, 5. grupta ortalama g¢ekirdek DNA igerigi 2.177
pg/2C ile 2.108 pg/2C olan 31 populasyon, 6. grupta ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2.102
pg/2C ile 2.086 pg/2C olan 8 populasyon, 7. grupta ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2.083
pg/2C olan 1 populasyon, 8. grupta ortalama g¢ekirdek DNA igerigi 2.0,62 pg/2C olan 1
populasyonve son grup olan 9. grupta ortalama c¢ekirdek DNA igerigi 2.059 pg/2C olan 2

populasyon yer almaktadir.

Arumuganathan ve Earle (1991), baz1 6nemli bitki tiirlerinin Cekirdek DNA miktarlar
isimli ¢aligmalarinda Ispanagin (Spinacia oleracea L.) onceki ¢alismalarda ¢ekirdek DNA
miktarinin 1.9 pg/2C olarak tespit edildigini arastiricilarin yaptigr calismalarinda 2.05 pg/2C
(989 Mbp/IC= 1.025 pg/1C) olarak tespit ettiklerini belirtmislerdir. Arastiricilarin buldugu
sonuglar ile calismamizdan elde ettigimiz sonuglar arasindaki kiiglik farkliligin kullanilan

florasan boya ve standart bitkiden kaynaklanmaistir.

Calismada elde edilen sonuglar Fujito ve arkadaslarinin (2015) farkli Spinacia
tiirlerinde homomorfik ve heteromorfik seks kromozomlari tizerinde yaptiklari ¢aligmalarinda

elde ettikleri sonuglar ile biiyiik benzerlik gostermektedir.

Fujito ve arkadaslar yaptiklari bu ¢aligmada 2C ¢ekirdek DNA igeriklerinin 1.66-1.79
pg arasinda degistigini saptamislardir. iki calismanin sonucu arasinda gozlenen farkliligin,
calismalarda kullanilan metot ve standart bitkinin farkli olmasindan kaynaklandigi
sOylenebilir. Arastiricilarin farkli Spinacia tiirlerinin flow sitometride ¢ekirdek DNA analizi

icin seker pancarimi standart bitki olarak kullanmislardir. Oysa ¢alismamizda 53 1spanak
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aksesyonunun c¢ekirdek DNA miktarlarinin Slgiimiinde standart bitki olarak fig bitkisi

kullanilmistir. Aradaki goriilen ufak farkliliklarin buradan kaynaklandig: diistintilmistiir.

Farkili 1spanak aksesyonlart icin analiz edilen 3 bitkinin ¢ekirdek DNA igerikleri
genelde 0.003 ile 0.096’1ik bir standart sapma ile (Cizelge 4.2) birbirine oldukga yakin oldugu
gbzlenmistir. Bu sonuglar yontemin hassasiyetinin nekadar yiiksek oldugunu ve ayn1 zamanda

populasyonlarin saf olup bagka tiir ve varyetelere ait bitkileri igermedigini isaret etmektedir.

100

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu
1.000 2007 141 1061 3220 020

2 7106 14263 222 1668 203 0.20
3 12.524 25137 313 2351 202 020
4 14.332 28767 655 4921 175 0.20

counts
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Sekil 4.1. Ispanak ve Fig G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 2324 234 1359 3367 035
2 6.171 143.38 483 2806 211 035
3 10467 24320 448 2604 222 035
4 12438 289.00 556 32.31 151 035
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Sekil 4.2. Farkli 1spanak ve Fig G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
4.2. Ispanak aksesyonlarina ait Cluster analizi

Incelenen aksesyonlarin 2C DNA igeriklerine gére Ward metodu ile yapilan kiimeleme
analizi sonuglarina gore iki ana kiime altinda sekiz farkli kiimenin olustugu gorilmiistiir
(Sekil 4.3). Sekilde de goriilebilecegi gibi aksesyonlarin kiimelenmesi ¢oklu karsilastirma

testi benzer sekilde gergeklesmistir.
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Dendrogram using Ward Linkage
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Sekil 4.3. Ispanak aksesyonlar1 2C DNA igeriklerine gore Ward metodu ile yapilan kiimeleme
analizi
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4.3. Spinacia oleracea aksesyonlarimin kromozom sayisinin tespit edilmesi

Spinacia oleracea’ya ait 53 aksesyonun g¢ekirdek DNA igeriklerini ploidy diizeyleri ile
iliskilendirmek i¢in her gruptan 2 bitkinin mitoz kromozomlar1 sayilmis ve ortalama ¢ekirdek
DNA igerigi bakiminda kromozom sayilarinin 2n=12 oldugu belirlenmistir. Denememizde
kullanilan Spinacia oleracea aksesyonlarinin diploit kromozom sayilarina ait resimler asagida

sunulmustur (Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Flow sitometri yardimiyla ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan farklilik gosteren bazi
bitkilerin kok uclarindan elde edilen meristem dokular1 kullanilarak yapilan preparatlar
tizerinde florasan mikroskobu ile mitoz kromozomu sayimlarinda, 1. 5. ve 9. gruptaki

bitkilerden alinan 6rneklerde 2n=12 kromozoma sahip oldugu gozlenmistir.

Bu sonuglara bakarak diger bitkilerin kromozomlarini saymaya gerek kalmamis ve
hepsinin 12 kromozom tasidig1 kabul edilmistir. Diger bir deyisle bu ¢calismada kullanilan tim
aksesyonlarin farkli arastiricilarinda 1spanaklar lizerine yaptiklari farkli ¢alismalarda oldugu
gibi (Bemis ve Wilson 1953, Ito et al. 2000, Lan et al. 2006, Salk ve ark. 2008, Deng et al.
2015, Fujito et al. 2015, Takahata et al. 2016, Anonim 2017c, Xu et al. 2017) diploid oldugu

anlagilmistir.

Cekirdek DNA igerigi, hem aym tiirlin farkli bireyleri arasinda, hem de bir bitkinin
hiicreleri arasinda, degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel olmaktadir (Bennett
ve Leitch, 1995). Tiirler arasinda ise ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan 6nemli diizeyde
farkliliklar goézlenmektedir. Bu nedenle, c¢ekirdek DNA igerigi taksonomik ve evrim

calismalari icin son derece yararlidir (Price ve Bachmann 1975; Ohri, 1998; Ozkan ve ark.,
2003).
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Sekil 4.4. Diploid (2n=12) 1. Grup 1spanak aksesyonlarina ait mitoz kromozomlarinin
gorunusu

Sekil 4.5. Diploid (2n=2x=12) 5. grup Spinacia oleracea L. aksesyonlarindan mitoz
kromozomlarmin goriiniisii.
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Sekil 4.6. Diploid (2n=2x=12) 9. grup Spinacia oleracea L. aksesyonlarindan mitoz
kromozomlariin goriiniisii.
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SONUC ve ONERILER

Flow sitometri ile bazi 1spanak aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin
belirlenmesi isimli arastirmada, flow sitometri yontemi ile 53 1spnak (Spinacia oleracea L.)
aksesyonunun c¢ekirdek DNA igerikleri belirlenmis ve c¢ekirdek DNA igerigi bilgisi ile
bitkilerin kromozom sayilar1 iligkilendirilerek ploidi diizeylerinin belirlenmesinde

kullanilmustir.

Yapilan flow sitometri analizleri sonucunda, c¢ekirdek DNA igerikleri arasinda
istatistiksel olarak onemli (P<0.01) farklarin oldugu belirlenmistir. Spinacia oleracea L.
aksesyonlarinin ortalama c¢ekirdek DNA igerigi 2,225 pg/2C ile 2,059 pg/2C arasinda
degismektedir. En yiiksek ortalama 2,225 pg ile PI 222270 aksesyon numarali Esfenaj cesidi
oldugu belirlenmistir. En diisiik deger 2.059 pg PI 531451 nolu aksesyon numarali Matador
¢esidi oldugu belirlenirken, bu aksesyonu ayni 6nem grubunda bulunan PI 499373 aksesyon
numarali Godir ¢esidi takip etmistir. Ispanak ¢ekirdek DNA igerikleri genelde 0,003 ile 0,096
lik bir standart sapma ile bir birine olduk¢a yakin oldugu goézlenmistir. Elde edilen bu
sonuclardan populasyonlarin saf olup, bagka tiir ve varyeteye ait bitki icermedigi sonucuna
vartlmistir. Cekirdek DNA igerigi 2,225 pg/2C ile 2,059 pg/2C arasinda degisen tiim

aksesyonlarin kromozom sayisinin 2n=12 oldugu kabul edilmistir.

Ispanak aksesyonlarinin 2C DNA igeriklerine gore Ward metodu ile yapilan kiimeleme
analizi sonuglarina gore iki ana kiime altinda sekiz farkli kiimenin olustugu goriilmiistiir

Aksesyonlarin kiimelenmesi ¢oklu karsilagtirma testi benzer sekilde gergeklesmistir.

Cekirdek DNA igerigi, hem ayni tiirlin farkli bireyleri arasinda, hem de bir bitkinin
hiicreleri arasinda, degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel olmaktadir. Tiirler
arasinda ise ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan 6nemli diizeyde farkliliklar gozlenmektedir.

Bu nedenle, ¢cekirdek DNA igerigi taksonomik ve evrim ¢alismalari i¢in son derece yararlidir

Bu veriler sonucunda yapilan ¢alismaya konu olan 53 ispanak aksesyonu ile yapilacak

1slah ¢alismalarinda arastirmacilara zaman ve emek agisindan avantaj saglayacaktir.
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OZGECMIS

06.02.1967 tarihinde Edirne’ nin Kesan ilgesinde dogdu. Ilk orta ve lise egitimimi
Kesan da tamamladiktan sonra 1994 yilinda Trakya Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Bolimii nii kazandi. 1999 yilinda ziraat miihendisi tinvanini aldi. 20 yil yabanci bir
sirkette aycicek satig pazarlama ve arastirma gorevinde bulundu. 2 yil yerli bir zirai ilag
firmasinda Marmara Bo6lge Miidiirliigii gorevinde bulundu. Halen ¢alismis oldugu firmada 4
yildir Marmara Bolge Miidiirliigliniin yaninda Tohum Teknik Miidiirliigi goérevine devam

etmektedir. Evli ve ti¢ ¢cocuk babasidir.
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