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Bu aragtirmanin amaci, yurt disindan elde edilmis olan 53 1spanak (Spinacia oleracea L.)
aksesyonunun flow sitometri ile ploidi diizeylerini belirlemektir. Arastirma verilerine
gore; 1spanak aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri arasindaki farkliliklarin istatistiki
olarak Onemli oldugu saptanmistir. Arastirmada kullanilan 1spanak aksesyonlarinin
ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2,225 pg/2C (Esfenaj ¢esidi) ile 2,059 pg/2C (Matador ve
Godir cesitleri) arasinda degismistir. Kok ucu meristem dokulari kullanilarak yapilan
kromozom sayimlarinda analiz edilen tiim bitkilerin 2n=12 kromozoma sahip olduklar1 ve
dolayisiyla diploid olduklari belirlenmistir. Bu nedenle ¢aligmada kullanilan
aksesyonlarin tamaminin diploid oldugu kabul edilmistir. 2C DNA igeriklerine gore
yapilan kiimeleme analizi sonuglarma gore iki ana kiime altinda sekiz farkli kiimenin
olustugu goriilmiistiir. Aksesyonlarin kiimelenmesi ¢oklu karsilastirma testinde de benzer
sonucu vermistir. Ispanak aksesyonlarinda ploidi seviyelerini belirlemeye yonelik olarak
yapilan bu caligma sonucunda ¢alismaya konu olan 53 ispanak aksesyonu ile ileride
yapilacak 1slah galismalarinda arastirmacilara 6nemli bir zaman, enerji ve emek tasarrufu
saglayacaktir.
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The aim of this research is to determine ploidy levels of 53 spinach (Spinacia oleracea L.)
accessions obtained from abroad sources by using flow cytometry. According to the
results of the statistical analysis, the differences among DNA content of accessions were
statistically important. The average DNA content of spinach accessions used in the study
ranged between 2.225 pg/2C (Esfenaj accession) and 2.059 pg/2C (Matador and Godir
accessions). The mean nuclear DNA of accessions shown to be relatively stable due to
low standard deviation (0.003-0.096). Based on the mitotic chromosome analyses of the
some plants with different DNA contents, mitotic chromosome number of the all plants
analyzed in the study were determined as 2n=12. These results indicate that all the
accessions used in the study are diploid although their DNA content is significantly vary.
According to the clustering analysis of the 2C DNA contents results, 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, the data will
save time and labor convenience in a further breeding studies deal with the same 53
spinach accessions of our study.
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Giris

Dilimizde “Kazayagigiller” veya “Sirkengiller” olarak
adlandirilan Chenopodiaceae familyasinda sebze olarak
degerlendirilen 1spanak (Spinacia oleracea L.), kirmizi
pancar (Beta vulgaris L. var. conditiva Alef.) ve pazi
(B.vulgaris L. var. cicla Moq.) yer almaktadir. Birgok
iilkede ev bahgelerinde merakli ailelerce yetistirilerek
tilketilen Atriplex hortensis L., c¢aywr ve meralarda
kendiliginden yetisen ve “yabani pazi” olarak bilinen A.
halimus L., “kara parlak pazi” denilen A. nitens
Schkuhr., tarlalarda yabanci ot olarak ¢ikan, “sirken” veya
bazi yerlerde “higtir” olarak adlandirilan Chenopodium
album L., “kazayag” veya “it iiziimii” olarak
isimlendirilen C. foliosum (Moenench) ve “pis kokulu
kazayag:” olarak bilinen C. vulvaria L. yine bu familya
icerisinde  bulunmaktadir.  Ispanaklar, tohumlarinin
dikenlilik durumuna goére tohumlar: dikenli (Spinacia
oleracea L. var. oleracea) ve dikensiz (Spinacia oleracea
L. var. inermis Moench) olmak iizere iki botanik sinifa
ayrilirlar. Bazi yazarlar tarafindan Spinacia tetranda
Roxb. olarak adlandirilan bitkinin 1spanagin atas: oldugu
belirtilmektedir. Ispanak 2n=2x=12 kromozoma sahip
diploid bir bitkidir (Salk ve ark., 2008).

Degisik bolge sartlarina uyabilecek yeni gesitlerin
gelistirilmesi, ekim alanlarinin genisletilebilmesi igin
yapilacak en 6nemli caligmalardan birisidir. Bu baglamda,
bitki 1slah  yontemleri degisik iklim sartlarinda
yetistirilebilen ~ Ozelliklere  sahip  yeni  ¢esitlerin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Olusturulan
1slah programlari kisa stirede daha saghkli, daha verimli
ve daha etkin olarak hedeflenen amaglara ulasma sansin
arttirmis olacaktir (Giilcti, 2016).

Yeni ¢esitlerin gelistirilmesi ¢alismalarinin basariya
ulasabilmesi igin tizerinde 1slah ¢aligmas: yapilacak tiir
veya bu tiire ait genetik kaynaklar hakkinda yeterli
biyolojik, taksonomik, genetik ve agronomik bilgi
birikimine gereksinim vardir. Tiiriin sahip oldugu genom
yapisi, cins igerisinde yer alan diger tiirler ile olan
iliskileri ile gecirdikleri evrimin anlagilmasi, taksonomik
siniflandiriimast  ve ploidi  diizeyi 1slah  programi
baglatilmadan 6nce dogru stratejilerin segilmesi agisindan
onemli bir bilgidir. Hassas ve giivenilir bir yontemle elde
edilmis ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi, yukarida anilan ve
gereksinim duyulan konularm tiimiine 151k tutabilecek
niteliktedir. Cekirdek DNA igerigi, hem ayn tiiriin farkh
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 onemli diizeyde
farkhliklar gozlenmektedir. Bu nedenle, ¢ekirdek DNA
igerigi taksonomik ve evrim caligmalar: ig¢in son derece
yararlidir (Ohri, 1998; Ozkan ve ark., 2003). Giiniimiizde
¢ekirdek DNA igeriginin belirlenmesinde en hizli ve
giivenilir yontem “flow sitometri” yontemidir (Teykin,
2011).

Flow sitometri; kan hiicrelerinin hizli ve hassas bir
sekilde sayimi ve analizi amaciyla gelistirilmis bir
metotdur. Teknolojinin hizla ilerlemesi ve farkl: floresan
boyalarin  gelistirilmesi, flow sitometriyi biyolojik
arastirmalarda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir analiz
yontemi yapmustir. Flow sitometrinin bitki hiicre ve
organellerinde kullanim: yaklasik 20 yil 6nce baglamig

olup, giiniimiizde her gegen giin artmaktadir. Flow
sitometri, bitkilerde genis kullanima sahip olmasina
ragmen, bugine kadar en fazla ¢ekirdek DNA
analizlerinde kullanilmigtir (Dolezel ve Bartos, 2005;
Orkcii, 2016). Flow sitometri analizi hedeflenen yap1 ve
hiicrelerinin sayisint ¢ok kisa siirede, ucuz ve etkin bir
sekilde belirleyebilir (Karaboz ve ark., 2008).

Germplazm koleksiyonlarinin  karakterizasyonu ve
korunmasinda, iyi olusturulmus arastirma ve 1slah
programlarinda ploidi degerlendirilmesi ¢ok 6nemli bir
yer tutmaktadir (Tuna ve ark., 2001). Ploidi seviyesinin
belirlenmesi aym zamanda kok uglarinda kromozom
sayimi seklinde de yapilabilmektedir (Karp, 1991). Ancak
yontemin yavashg ve fazla bitki iizerinde ¢alisma
zorlugu alternatif yontemler arayisim ortaya ¢ikartmis, bu
amagla flow sitometri en ¢ok kullanilan yontem olmustur
(Bennet ve ark., 2000).

Tiim bu bilgiler 1s181nda, yapilan bu ¢aligmanin amaci,
tilkemiz kosullarinda kishik sebze olarak
performanslarinin belirlenmesi i¢in yurt digindan elde
edilmis olan 53 ispanak (Spinacia olercea L.)
aksesyonunun islah ¢aligmalarinda kullanilmadan 6nce 6n
arastirma kapsaminda flow sitometri yontemi kullanarak
cekirdek DNA igerikleri ile ploidi diizeylerini belirlemek
amaglanmigtir. Boylece 1spanagin genetik kaynaklar: elde
edilerek, ileride yapilacak 1slah ¢alismalarina 11k tutmasi
hedeflenmistir

Materyal ve Metod

Aragtirmada; Namik Kemal Universitesi  Ziraat
Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii Iklim Odasi ile Namik
Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Bolimii Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuvarinda
yiriitilmiistir.

Materyal

Arastirmamizda kullanilacak 1spanak aksesyonlari
Amerika’da bulunan USDA (United States Department of
Agriculture)’dan temin edilmistir. Calismamizda toplam
53 1spanak aksesyonu kullanilmis olup bunlara ait liste
Cizelge 1’de verilmistir.

Yontem

Bitkilerin yetistirilmesi: Tohum ekimi yetistirme
odasinda, yetistirme masalar: iizerinde ¢ok gozlii (6x8)
plastik multipotlara (52x38 cm) yapilmistir. Ispanak
tohumlar: yerli yesil bitki torfu (Genta Tarim, Tiirkiye)
icerisine ekilmis ve bakim islemleri Salk ve ark.
(2008)’na gore yapilmistir. Ispanak fideleri ilk gercek
yapraklar1 goriilene kadar yetigtirme odasinda ¢ok gozli
saksilarda 20°C sicakhkta ve %70 nemde tutulmustur.
Fideler ilk ger¢ek yapraklarin goriildiigii donemde iklim
odasina alinmig ve 800 ml hacminde (13 x 11 cm
ebatlarinda) perlit igeren saksilarda Brechner ve deVilliers
(2012)’e  gore  hazirlanan  besin  ¢ozeltisi  ile
yetistirilmislerdir. iklim odasi, 22/18°C (giindiiz /gece)
sicaklik, %70 nem, 10/14 (aydinlk/karanhk) saatlik
fotoperiyodik diizende, 400 umol m-2s-1 151k siddetine
sahip olacak sekilde ayarlanmustir.
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Cizelge 1 Arastirmada kullanilan 1spanak aksesyonlarinin, aksesyon numarasi, orijinleri ve cesit isimleri

No Aksesyon No Orijin Cesit adi
1 Pl 254565 Afganistan Polack

2 Pl 167434 Belgika Cavallius

3 P1 179589 Belcika Giant Spinach

4 Pl 179595 Belgika Victoria

5 P1 360710 Fransa Samos HybrID

6 Pl 266926 Almanya Universal

7 P1 608712 Almanya Spi 153/89

8 Pl 531449 Macaristan Hegykoi

9 P1 531451 Macaristan Matador

10 P1 531454 Macaristan Mosonmagyarovari

11 P1 222270 fran Esfenaj

12 | PI1 251507 fran Espinage

13 P1 209645 Iran, Fars No. 2

14 | PI 176371 Italya Monstrans Viroflag

15 Pl 227230 Japonya Jiromaru

16 P1 508504 Giiney Kore Summer Green

17 Pl 358260 Makedonya Radoviski

18 Pl 274042 Mensei bilinmiyor Best Of All

19 Pl 274044 Mensei bilinmiyor Early Giant

20 Pl 274048 Mensei bilinmiyor Giant Early Leaf

21 P1 321020 Mensei bilinmiyor Wushe Waka Maru

22 Pl 339545 Mensei bilinmiyor 101-2

23 P1303138 Hollanda Princess Juliana

24 P1 360895 Hollanda Nores

25 Pl 358248 Sirbistan ve Karadag OhrIDski

26 Pl 358254 Sirbistan ve Karadag Sirokolisten

27 Pl 379548 Sirbistan ve Karadag Prilepski

28 Pl 379549 Sirbistan ve Karadag Stipski

29 Pl 379552 Sirbistan ve Karadag Skopski

30 P1 499373 Sovyetler Birligi Godir

31 | P1249920 Ispanya Espinaca Veroflay

32 Pl 262161 Ispanya Nostruosa Wireflay

33 NSL 28218 Isveg Viking

34 Pl 179507 Suriye Beledi

35 Pl 164965 Tiirkiye Cornell 1D #242

36 P1 165012 Tiirkiye Cornell ID #244; Harlan 88
37 P1 167098 Tiirkiye Cornell ID #250; Harlan 295
38 P1 169026 Tirkiye Cgn 9499; Harlan 2920; B
39 P1 176776 Tirkiye Cornell ID #59; Harlan 9452
40 Pl 177558 Tirkiye Harian 4403

41 P1 206753 Tirkiye Cornell 1D #29; Godfray 1133
42 Ames 23664 Danimarka, Copenhagen Spi 151/93

43 NSL 6084 ABD, California Giant Thick Leaved/Nobel
44 NSL 4683 ABD, Maryland Dixie Market

45 NSL 81329 ABD, Maryland Bouquet

46 NSL 26513 ABD, Michigan Resistoflay

47 NSL 6097 ABD, Minnesota Northland

48 NSL 6097 ABD, Missouri Va Savoy Blight Resistant
49 NSL 6088 ABD, New York Blight Resistant Savoy

50 NSL 6099 ABD, Pennsylvania Nobel/Giant Thick Leaved
51 NSL 6557 ABD, Washington Old Dominion

52 NSL 28217 ABD, Wyoming Mt Evergreen

53 NSL 81328 ABD, Maryland Duet

Cekirdek DNA 'sinin belirlenmesi (pg): Cekirdek DNA
analizleri Tarla bitkileri Ana Bilim Dal1 Bitki Genetigi ve
Sitogenetigi Laboratuarinda bulunan PARTEC marka
Flow sitometri (Partec, GmbH, Japonya) cihazi
kullanilarak yapilmigtir. Cekirdek DNA analizinde iklim

odasinda yetismekte olan 1spanaklarin taze yaprak
dokular1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizler her
populasyon i¢in 3 bitki lizerinde ayr1 ayr yapilmis ve
populasyon ortalamas: hesaplanmastir.
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Analizlerde Ispanaklar igin fig bitkisi internal standart
olarak kullanilmigtir. Caligmada florasan boya olarak
DAPI kullanilmis olup PARTEC firmasimin hazir kitleri
kullanilmig ve {iretici firmanmn protokolii kullanilarak
ispanak  yaprak dokularindan  nukleus izolasyonu
yapilmistir (Tuna ve Cabi, 2014).

Cekirdek DNA analizi: Bitki yaprak dokularindan
hiicre ¢ekirdegi izolasyonunda prosediiriin uygulanis
asagidaki gibidir.

Yaklasik olarak 0,5 cm? biiyiikliigiinde taze yaprak
dokusu petri kabina konulmus ve iizerine 500 pl
Exraction Buffer ilave edilmistir. Yaprak dokusu keskin
jilet ile 30-60 saniye siiresince kiigiik pargalara ayrilana
kadar pargalanmis, bu sekilde hazirlanmis 6rnek petri kab1
icerisinde hafifge 10-15 saniye kadar ¢alkalanmistir. Bu
siirenin sonunda izole edilmis olan hiicre ¢ekirdekleri
flow sitometri cihazi kullanilarak analiz edilmistir.

Bir 6rnegin mutlak c¢ekirdek DNA igerigi, ornek ile
secilen standardin G1 piklerinin florasan yogunluklarina
ait degerler kullanilarak asagida sunulan formiil
aracihgiyla pikogram (1 pg = 10-12 g) olarak
hesaplanmistir.

DNA M .
C-DNA= XSDNA Igerigi
C-DNA  :Cekirdek DNA miktar1 (pg)
DNA M :DNA miktar1 bilinmeyen tiire ait florasan
yogunlugu (G1 pikinin degeri)
ST :Standarda ait ornegin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)
SDNA  :Standardin DNA igerigi

Ploidi diizeylerinin belirlenmesi: Her aksesyon i¢in 3
bitki ayr1 ayri analiz edilecek g¢ekirdek DNA analizleri
belirlenmis ve ortalamas: alinarak aksesyon ortalamasi
hesaplanmustir. Flow sitometri analizleri tamamlandiktan
sonra bitkilerin ¢ekirdek DNA igerikleri kromozom
sayilart ile iligskilendirilmistir. Bunun igin, oncelikle
aksesyonlar ¢ekirdek DNA igerigi miktarina gore gruplara
ayrilmig, daha sonra her gruptan en az birinin
kromozomlar:  sayilarak bitkilerin  ¢ekirdek DNA
miktarlar1 ile kromozom sayilari iligkilendirilmistir.
Boylece sadece bir bitkinin mitoz kromozomlarini
sayarak tiim bitkilerin ploidi diizeyleri belirlenmistir (Lu
ve ark., 1998; Tuna ve ark., 2004; Tuna ve ark., 2001).

Kromozomlar:n say:m:: Mitotik kromozom sayimlari
¢ekirdek DNA igerigi bakimindan farklilik go6steren
1spanak aksesyonlari arasindan segilen birkag bitki
tizerinde yapilmistir. Mitotik kromozom sayiminda hizh
boliinen meristematik hiicrelere sahip kok ucu dokulari
kullanilmigtir. Kok ucu hasadi serada yetistirilmekte olan
ergin bitkilerden sabah erken saatlerde yapilmistir. Hasad
edilen kok wuglar1i yaklagik 4°C de 16 saat 8-
hidroxiquinoline solusyonu ile muamele edilmis ve daha
sonra kok uglar1 farmer solusyonuna transfer edilmistir.
Preparatlar Tuna ve Hasterok, 2016 da agiklandig: tizere
enzim yontemi kullanilarak hazirlanmis ve preparatlar
lizerinde morfolojisi diizglin ve iyi dagilmis mitoz
kromozomlarinin sayimi gergeklestirilmistir.

Fotograf Cekimi: Morfolojisi diizgiin, sayilabilen ve
kromozom sayisi tam olan hiicreler florasan mikroskobu
(Olympos, BX51) ve mikroskoba baglh CCD dijital
kamera (Spot CCD, Rt Slider, Amerika) ile
fotograflanmistir.

Verilerin Degerlendirilmesi

Tesadiif parselleri deneme desenine goére 3 tekrarli
olarak kurulan denemede, ispanak aksesyonlarina ait
cekirdek DNA igeriklerine ait veriler SPSS istatistik paket
programi  (SPSS-PASW  Statistics 18) kullanilarak
degerlendirilmistir.  Ortalamalar arasindaki farkligin
(P<0,01) belirlenmesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi
kullanilmigtir.  Ayn1  zamanda birimleri, degiskenleri
birbiriyle benzer alt kiimelere (grup, sinif) ayirmaya
yardimc1  olan ¢ok degiskenli istatistiksel analiz
yontemlerinden biri olan Ward Baglanti kiimeleme
yontemi ile aksesyonlar gruplandinlmistir (Ozdamar,
2004).

Bulgular ve Tartisma

Cekirdek DNA Analizi (pg)

Amerika Birlesik Devletlerin’de bulunan USDA
(United States Department of Agriculture)’dan temin
edilen toplam 53 1spanak (Spinacia oleracea L.)
aksesyonunun flow sitometri yontemi yardimiyla ¢ekirdek
DNA igerikleri ve ploidi diizeyleri ile kromozom
sayilarinin belirlenmesine ait elde edilen veriler Cizelge 2
ve Cizelge 3’de verilmistir. Cizelge 2°de flow sitometri
analizleri sonucunda ¢alismada ele alinan 1spanak
aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (genom hacmi)
arasinda istatistiksel olarak onemli (P<0.01) farklarin
oldugu belirlenmistir. Ortaya ¢ikan bu farklarin énemlilik
guruplart ve standart sapma degerleri Cizelge 3'de
sunulmustur. Cizelge 3'in incelenmesinden anlagilacagi
gibi 53 1spanak aksesyonlari arasinda ortalama 2C
cekirdek DNA igerigi 2,225 pg ile ile 2,059 pg arasinda
degismektedir. En yiiksek ortalama, 2,225 pg ile PI
222270 aksesyon numarali Esfenaj cesidinden elde
edilmistir. En diisiik ¢ekirdek DNA igeriginin ise 2,059 pg
Pl 531451 nolu aksesyon numarali Matador g¢esidinde
oldugu belirlenirken, bu aksesyonu ayni énem grubunda
bulunan P1 499373 aksesyon numarali Godir gesidi takip
etmistir.

Cizelge 3’de 1spanak populasyonlarinin 9 farkl gruba
ayrildigir gbzlenmistir. Birinci grupta ortalama cekirdek
DNA igerigi 2,225 pg/2C olan tek bir populasyon yer
almaktayken, 2. grupta ortalama ¢ekirdek DNA igerigi
2,204 pg/2C olan 2 populasyon yer almigtir. 3. grupta
ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2,192 pg/2C ile 2,183
pg/2C olan 5 populasyon, 4. grupta ortalama cekirdek
DNA igerikleri 2,181 pg/2C olan 2 populasyon, 5. grupta
ortalama ¢ekirdek DNA igerigi 2,177 pg/2C ile 2,108
pg/2C olan 31 populasyon, 6. grupta ortalama gekirdek
DNA igerigi 2,102 pg/2C ile 2,086 pg/2C olan 8
populasyon, 7. grupta ortalama c¢ekirdek DNA igerigi
2,083 pg/2C olan 1 populasyon, 8. grupta ortalama
cekirdek DNA igerigi 2,062 pg/2C olan 1 populasyonve
son grup olan 9. grupta ortalama ¢ekirdek DNA igerigi
2,059 pg/2C olan 2 populasyon yer almustir.

242



Deveci ve ark., /Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 6(2): 239-246, 2018

Cizelge 2 Bazi 1spanak (Spinacia oleracea L.) aksesyonlarinin varyans analizi tablosu

Varyasyon Kaynagi Kareler Toplami Serbestlik Derecesi Kareler Ortalamasi F p
Aksesyon 0,256 52 0,005 2,798 P<0,01
Hata 0,187 106 0,002
Genel 0,443 158

Cizelge 3 Bazi 1spanak aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri (pg/2C) ve dnem gruplari

Aksesyon No

Cesit ad1

Cekirdek DNA igerigi (pg/2C)

Standart Sapma

Onem Grubu

P1222270 Esfenaj 2,225 0,047 a 1. Grup
NSL 6088 Blight Resistant Savoy 2,204 0,08 ab 2. Grup
NSL 6097 Northland 2,204 0,012 ab '

Pl 379548 Prilepski 2,192 0,038 abc

NSL 28217 Mt Evergreen 2,189 0,004 abc

Ames 23664 | Spi 151/93 2,188 0,096 abc 3. Grup
P1 251507 Espinage 2,184 0,019 abc

P1 379552 Skopski 2,183 0,013 abc

NSL 28218 Viking 2,181 0,037 abcd 4. Grup
Pl 254565 Polack 2,181 0,06 abcd '

NSL 6099 Nobel/Giant Thick Leaved 2,177 0,055 abcde

NSL 6557 Old Dominion 2,175 0,075 abcde

Pl 164965 Cornell 1D #242 2,174 0,024 abcde

Pl 167434 Cavallius 2,172 0,043 abcde

Pl 358254 Sirokolisten 2,172 0,031 abcde

P1206753 Cornell ID #29;Godfray 1133 2,168 0,045 abcde

P1262161 Nostruosa Wireflay 2,164 0,037 abcde

NSL 6097 Va Savoy Blight Resistant 2,164 0,042 abcde

P1 167098 Cornell 1D #250; Harlan 295 2,158 0,021 abcde

P1 227230 Jiromaru 2,157 0,015 abcde

NSL 81328 Duet 2,155 0,075 abcde

Pl 165012 Cornell 1D #244; Harlan 88 2,152 0,079 abcde

P1 176776 Cornell 1D #59; Harlan 9452 2,150 0,068 abcde

NSL 6084 Giant Thick Leaved/Nobel 2,147 0,055 abcde

P1 177558 Harian 4403 2,146 0,007 abcde

Pl 169026 Cgn 9499; Harlan 2920; B 2,143 0,068 abcde 5. Grup
Pl 379549 Stipski 2,138 0,041 Abcde

Pl 274042 Best Of All 2,136 0,024 abcde

P1 303138 Princess Juliana 2,130 0,031 abcde

Pl 266926 Universal 2,130 0,014 abcde

NSL 4683 Dixie Market 2,128 0,003 abcde

P1274044 Early Giant 2,127 0,051 abcde

P1 608712 Spi 153/89 2,125 0,02 abcde

Pl 360710 Samos HybrID 2,125 0,037 abcde

P1 179595 Victoria 2,117 0,015 abcde

P1 508504 Summer Green 2,117 0,052 abcde

P1 274048 Giant Early Leaf 2,116 0,031 abcde

P1 249920 Espinaca Veroflay 2,116 0,017 abcde

Pl 339545 101-2 2,115 0,027 abcde

Pl 209645 No. 2 2,110 0,006 abcde

P1 360895 Nores 2,108 0,067 abcde

Pl 531449 Hegykoi 2,102 0,027 bcde

P1 176371 Monstrans Viroflag 2,100 0,047 bcde

P1 179507 Beledi 2,096 0,009 bcde

Pl 358260 Radoviski 2,001 0,035 bcde 6. Grup
P1 321020 Wushe Waka Maru 2,090 0,034 bcde '

P1 179589 Giant Spinach 2,088 0,025 bcde

Pl 358248 OhrIDski 2,086 0,028 bcde

NSL 26513 Resistoflay 2,084 0,009 bcde

P1 531454 Mosonmagyarovari 2,083 0,028 cde 7. Grup
NSL 81329 Bouquet 2,062 0,025 de 8. Grup
P1 499373 Godir 2,059 0,022 e 9. Grup
P1 531451 Matador 2,059 0,028 e '
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Arumuganathan ve Earle (1991) yiriittikleri bir
calismada, 1spanagin ¢ekirdek DNA igerigini 2,05 pg/2C
(989 Mbp/IC= 1,025 pg/1C) olarak tespit etmisler ve
Onceki caligmalarda bu degerin 1,9 pg/2C oldugunu
belirtmislerdir. Fujito ve ark. (2015) ise farkli Spinacia
tirlerinde ~ homomorfik  ve  heteromorfik  seks
kromozomlar1 iizerinde yaptiklari ¢aligmalarinda 2C
¢ekirdek DNA igeriklerinin 1,66-1,79 pg arasinda
degistigini  saptamiglardir.  Arastiricilarin - buldugu
sonuglar ile c¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar
arasindaki farklihigin, kullanilan metod, florasan boya ve
standart bitki farkindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Nitekim arastinicilar  farkli  Spinacia tiirlerinin  flow
sitometri ile ¢ekirdek DNA analizinde standart bitki
olarak seker pancarini kullanmiglardir, oysa calismamizda
standart bitki olarak fig bitkisi kullanimagtir.

Farkli 1spanak aksesyonlari i¢in analiz edilen 3
bitkinin ¢ekirdek DNA igeriklerinin 0,003 ile 0,096’11k bir
standart sapma ile (Cizelge 3) birbirine oldukga yakin
oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar yontemin hassasiyetinin
ne kadar yiksek oldugunu ve aym zamanda
populasyonlarin saf olup baska tiir ve varyetelere ait
bitkileri igermedigini géstermektedir.

Kiimeleme (Cluster) Analizi

2C DNA igerigi incelenen aksesyonlarin yapilan
kiimeleme analizi sonucunda olusturulan dendogramda iki
ana kime altinda sekiz alt kiime olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 1). Ayni degerler ile gerceklestirilen
varyans analizi sonrasinda yapilan ¢oklu karsilastirma
testinde de kiimeleme analizine benzer sonuglar
gozlenmistir (Cizelge 3). Aksesyonlar arasinda istatistiki
olarak farklilik olmasina ragmen Sekil 1 incelendiginde
olusan alt kiimelerin kendi i¢lerindeki uzakligin ¢ok fazla
olmadig1 (d<5) soylenebilir. Bunun sebebinin aksesyonlar
arasinda ploidi diizeyinde farklilik goriilmemesi oldugu
one siriilebilir. Yine de ana kiimelerinin ayrim
uzakliginin yiiksek olmasi (d=25) aksesyonlar arasinda
onemli diizeyde farkliliklar olabileceginin gostergesidir.
Bu farkliliklarin kaynaginin ploidi farkhiliklari yerine
Bennett ve Leitch (2005) tarafindan da belirtildigi gibi
farklt miktarda kodlanmayan tekrarlanan DNA bdlgeleri,
satelit DNA, intronlar ya da psddo genler olmasi daha
muhtemel goriilebilir.

Kromozom say:s:

Cekirdek DNA iceriklerini ploidi diizeyleri ile
iliskilendirmek igin yapilan kromozom sayimlarinda
alman orneklerin  2n=12 kromozoma sahip oldugu
gbzlenmistir.  Arastirmada  kullamilan bazi  1spanak
aksesyonlarinin diploid kromozom sayilarina ait resimler
Sekil 2, 3 ve 4’de sunulmustur.

Bu sonuglara bakarak diger bitkilerin kromozomlarin:
saymaya gerek kalmamis ve hepsinin 12 kromozom
tasidigr kabul edilmistir. Elde edilen bu sonug¢ 1spanakta
farkl aragtirmacilar tarafindan (Fujito ve ark., 2015; Salk
ve ark., 2008; Takahata ve ark., 2016; Xu ve ark., 2017)
yapilan ve ispanagin diploid oldugunu gosteren ¢alismalar
ile paralellik gostermistir.

Cekirdek DNA igerigi, hem aym tiiriin farkli bireyleri
arasinda, hem de bir bitkinin hiicreleri arasinda,
degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 0zel
olmaktadir (Bennett ve ark., 2000). Tirler arasinda ise

cekirdek DNA igerigi bakimindan yaklasik 1000 kat
farklilik gozlenebilmektedir. Bu nedenle, ¢ekirdek DNA
icerigi taksonomik ve evrim ¢aligmalar igin son derece
yararhdir (Ohri, 1998; Ozkan ve ark., 2003).

Sonuc ve Oneriler

Flow sitometri ile bazi ispanak aksesyonlarinin
¢cekirdek DNA  igeriklerinin  belirlenmesi  amaglh
arastirmada, flow sitometri yontemi ile 53 1spnak
(Spinacia oleracea L.) aksesyonunun ¢ekirdek DNA
icerikleri belirlenmis ve ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi ile
bitkilerin kromozom sayilari iliskilendirilerek ploidi
diizeylerinin belirlenmesinde kullanilmastir.

Dendrogram using Ward Linkage
Rescaled Distance Cluster Combine

o s 10 15 20 25
1 1 1 1 1
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Sekil 1 Ispanak aksesyonlar1 2C DNA igeriklerine gore
kiimeleme analizi dendogrami
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Sekil 2 Diploid (2n=12) 1. grup 1spanak aksesyonlarina
ait mitoz kromozomlarinin gortindsi

Sekil 3 Diploid (2n=2x=12) 5. grup 1spanak
aksesyonlarina ait mitoz kromozomlarinin goriiniist

Sekil 4 Diploid (2n=2x=12) 9. grup 1spanak
aksesyonlarina ait mitoz kromozomlarinin goriiniigii

Yapilan ¢ekirdek DNA igerigi analizlerinde standart
sapmanmn 0,003 ile 0,096 arasinda ve olduk¢a diisiik
olarak gerceklesmis olmas: aksesyonlarin saf olup, baska
tir veya varyeteye ait tohum igermedigini isaret
etmektedir. Buna ek olarak standart sapmanin disiik
olmasi analizlerin yiiksek bir hassasiyetle yapilmig
oldugunuda gostermektedir. Spinacia oleracea L.
aksesyonlarinin ortalama g¢ekirdek DNA igerigi 2,225
pg/2C ile 2,059 pg/2C arasinda degismektedir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, 1spanak aksesyonlarinin
cekirdek DNA igerikleri arasindaki (P<0,01) farklarin
onemli oldugu belirlenmistir. En yiiksek ortalama 2,225
pg ile Pl 222270 aksesyon numarali Esfenaj gesidi oldugu
belirlenmistir. En diigik deger 2,059 pg Pl 531451 nolu
aksesyon numarali Matador ¢esidi oldugu belirlenirken,
bu aksesyonu ayni 6nem grubunda bulunan PI 499373
aksesyon numarali Godir ¢esidi takip etmistir. Godir
gesidi takip etmistir. Bununla birlikte g¢ekirdek DNA
icerigi 2,225 pg/2C ile 2,059 pg/2C arasinda degisen tiim
aksesyonlarin kromozom sayisinin 2n=12 oldugu kabul
edilmistir. 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 olugtugu
gorlilmistiir.  Aksesyonlarin  kiimelenmesi  ¢oklu
karsilastirma testi benzer sekilde gergeklesmistir.

Cekirdek DNA igerigi, hem ayn tiiriin farkl: bireyleri
arasinda, hem de bir bitkinin hiicreleri arasinda,
degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel
olmaktadir. Tirler arasinda ise ¢ekirdek DNA igerigi
bakimindan 6nemli diizeyde farkliliklar g6zlenmektedir.
Bu nedenle, ¢ekirdek DNA igerigi taksonomik ve evrim
calismalari igin son derece yararlidir.

Arastirma ile elde edilen bu veriler, ¢alismaya konu
olan 53 spanak aksesyonu ile yapilacak 1slah
caligmalarinda arastirmacilara zaman ve emek agisindan
avantaj saglayacaktir.
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