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Bu tezde, Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden toplanmis bes farkli sogan
genotipinin (Pamukkale Universitesinde iiretilmis olan ii¢ adet 1slah hatti, bir adet
acik tozlanan yerli ve bir adet acik tozlanan yabanci ¢esit) ginogenesis uyartimina
verdikleri tepkiler gdzlemlenmistir. Bes farkli sogan genotipine ait 29010 agmamis
¢igek tomurcugu BDS ve MS temelli farkl siikroz konsantrasyonu (30 g/l ve 100
g/1) ve bitki biiyiime diizenleyicileri (2 mg/l BAP ve 2 mg/1 2,4-D) igeren alt1 farkli
besi ortamina ekilmistir. Ekilen tomurcuklarin yaklasik yaris1 21 giin sonra 30 g/l
seker iceren hormonsuz besi ortamina alt kiiltiire alinmistir. Tomurcuklarin
ekilmesinden ve alt kiiltiire alinmasindan yaklasik iki ay sonra ginogenik tepkiler
gbzlenmeye baslanmigtir. Yapilan gézlemlerde alt kiiltiire alinan tomurcuklardan
elde edilen ginogenik bitkilerin daha saglikli ve giiclii gelistigi goriilmiistiir. Farkl
sogan genotiplerinin ginogenesis oranlar1 karsilagtirildiginda, DELFOS (%0,98)
genotipinin en yiiksek oranda oldugu ve MBDS-1 besi yerinden MBDS-2 besi
yerine alt kiiltiire alinmasiyla elde edildigi goriilmiistiir. Elde edilen ginogenik
bitkilerin 76 tanesi flow sitometri ile analiz edilmistir. Toplamda test edilen
ginogenik bitkilerin 48 (%63,10) tanesi haploid, 18 (%23,70) tanesi diploid ve 10
(%13,10) tanesi miksoploid olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Allium, Ginogenesis, Doku kiiltiirii, Haploid
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In this thesis, gynogenic responses of five onion genotypes (three breeding
lines produced at Pamukkale University, one open pollinated domestic line and one
open pollinated variety) collected from different regions of Turkey were observed.
In this thesis, five onion genotypes with superior quality features collected from
different regions of turkey were observed for their gynogenic responses. 29010
surface sterilized unopened flower buds of onion genotypes were cultured in BDS
and MS based six different medium containing different sucrose concentration (30
g/l and 100 g/l) and plant growth regulators (2 mg/l BAP and 2 mg/l 2,4-D).
Approximately half of the buds were subcultured after 21 days. The subculture
medium contains 30 g/l of sugar, without plant growth regulators. Approximately
two months after bud cultivation and subculture, gynogenic responses started to be
observed. It was observed that the gynogenic plants obtained from the subcultured
buds developed healthier and stronger. When the response rates of different onion
genotypes to ginogenesis were compared, it was showed that DELFOS (0.98%)
genotype was the highest and obtained from subculturing MBDS-1 medium to
MBDS-2 medium. 76 of the obtained gynogenic plants were analyzed by flow
cytometry. In total, 48 (63.10%) of them were haploid; 18 (23.70%) of them were
diploid, and 10 (13.10%) of them were mixoploid.

Key words: Allium, Gynogenesis, Tissue culture, Haploid
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GENISLETILMIS OZET

Sogan (Allium cepa L.) Allium familyasina ait Diinya’da en fazla tiiketilen
ve iiretilen sebzelerden biridir. Uretim miktar1 en fazla Cin ve Amerika olmak
tizere 175 iilkede yetistiriciligi yapilmaktadir. Tiirkiye 2018 yili sogan tretimi
yaklasik 2.1 milyon tondur. FAO’nun 2018 verilerine gore sogan liretimi tim
diinyada siirekli artis egilimi gostermektedir. Sogan iki yillik ve yiiksek oranda
heterozigotluk gosteren bir bitki tiiriidiir. Bu nedenle soganda klasik kendileme
yontemiyle saf hatlarin elde edilmesi ¢ok uzun zaman almaktadir. Klasik
kendileme c¢aligmalariyla 12-14 yil gerektiren saf hat iiretimi ve kendileme
uygulamasimin kendileme depresyonu gibi sorunlar yaratmasi soganda 1slah
caligmalarin1 zorlastirmakta ve bu tiirde genetik olarak tamamen saf hatlarin elde
edilmesi miimkiin olamamaktadir. Tamamen saf sogan hatlarin iiretimi ise ancak
katlanmis haploid bitkilerin iiretilmesiyle miimkiindiir. Soganlarda saf hatlar
katlanmis haploid teknigiyle ii¢ y1l gibi kisa bir siirede iiretilebilir. Katlanmis
haploid sogan hatlar1 biitiin alleller i¢in tamamen homozigot hale geldikleri igin
1slah caligsmalarinin hizlandirilmasina olanak veririler. Elde edilen bitkilerin F1
hibrit gesitlerin iiretiminde kullanilmasi durumunda, klasik yollarla elde edilmis
ebeveyn hatlara gore, cok daha uniform bitkiler iireten F1 hibrit ¢esitlerin elde
edilebilecegi gosterilmistir.

Bu ¢alismada BDS ve MS temelli farkli siikkroz konsantrasyonu (30 g/l ve
100 g/1) ve bitki biiylime diizenleyicileri (2 mg/l BAP ve 2 mg/l 2,4-D) igeren alt1
farkli besi ortamina toplamda 29010 adet agmamis sogan gigek tomurcugu ekilerek
ginogenik tepki test edilmistir. Tomurcuklarin yaklasik yaris1 21 giin sonra 30 g/l
seker igeren hormonsuz besi ortamina alt kiiltiire alinmistir. Tomurcuklarin
ekilmesinden ve alt kiiltiire alinmasindan yaklasik iki ay sonra ginogenik tepkiler
gozlenmeye baslanmugtir. Farkli sogan genotiplerinin ginogenesise tepki verme
oranlar karsilastirildiginda %0,98’lik oranla en yiiksek ginogenik bitki DELFOS

genotipinin MBDS-1 besi yerinden MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire alinmasiyla
111



elde edilmistir. BIYOM 2 genotipi %0,66, BIYOM 1 genotipi %0,61, Yalova 12
genotipi %0,57 ve BIYOM 3 genotipi %0,24 olarak cevap vermislerdir. Yapilan
gozlemlerde alt kiiltiire alinan tomurcuklardan elde edilen ginogenik bitkilerin daha
saglikli ve giiclii olusup gelistigi gdzlemlenmistir. Ginogenesis uyartimina tepki
veren tomurcuklardan elde edilen bitkiler 6rnek alinacak boyuta ulastiginda
genotiplerin ploidi seviyeleri flow sitometri analizi ile hizli ve giivenilir sekilde
tespit edilmistir. Analizler sonucunda haploid (n), diploid (2n) ve mixoploid (n+2n)
kromozom seviyesinde bitkiler tespit edilmistir. Kontrol olarak tohumdan firetilen
Diploid sogan bitkisinin niikleer DNA miktar1 ~32 pg/DNA olarak tespit edilmistir.
Analizi yapilan ginogenik bitkilerden haploid olanlar1 ~16 pg/DNA olarak tespit
edilmistir. Analizi yapilan genotiplerden en yiiksek haploid bitki eldesi %69,7 ile
DELFOS genotipinde tespit edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkilerin 76 tanesi
flow sitometri ile analiz edilmistir. Toplamda test edilen ginogenik bitkilerin 48
(%63,10) tanesi haploid, 18 (%23,70) tanesi diploid ve 10 (%13,10) tanesi
miksoploid oldugu tespit edilmistir.
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1. GIRIS Semih ALAN

1. GIRIS

Sogan (Allium cepa L.) iki yillik ve yiiksek oranda heterozigotluk gésteren
bir bitki tiiriidiir. Bu nedenle bu tiirde klasik kendileme yontemiyle saf hatlarin elde
edilmesi ¢ok uzun zaman almaktadir. Kendileme yontemi ile saf hatlarin elde
edilmesi islemi sirasinda yiiksek oranda kendileme depresyonu goriilen bu tiirde
genetik olarak tamamen saf hatlarin elde edilmesi miimkiin olamamaktadir.
Tamamen saf sogan hatlarin iiretimi ise ancak katlanmig haploid (DH) bitkilerin
iiretilmesiyle miimkiindiir. Soganda 1989’dan bu yana haploid ve DH bitkilerin
iiretilebilecegini gosteren calismalar yaymnlanmistir (Muren 1989, Campion ve
Alloni 1990, Keller 1990, Alan ve ark, 2004). DH sogan hatlar1 biitlin alleller igin
tamamen homozigot hale geldikleri icin 1slah calismalariin hizlandirilmasina
olanak veririler. Elde edilen bitkilerin F1 hibrit ¢esitlerin {iretiminde kullanilmas1
durumunda, klasik yollarla elde edilmis ebeveyn hatlara gore, cok daha uniform
bitkiler iireten F1 hibrit gesitlerin elde edilebilecegi gosterilmistir (Hyde ve ark,
2012). Bu nedenle DH yonteminin Tiirk sogan 1slah programlarina entegre
edilmesi ve basarili bir sekilde uygulamasi iilkemizde sogan tohumculuguna biiyiik
katkilar saglayacaktir.

Sogangillerde erkek gametten embriyo ve bitki elde edilebilmesi
caligmalari basarili sonug¢ vermemistir (Keller ve Korzun, 1996). Muren (1989)
soganda ginogenik embriyo ve bitkilerin iretilebilecegini gostermistir. Farkli
gruplar tarafindan gergeklestirilen calismalarda ginogenesis basarisinin uyartim
ortami ve sogan genotipine bagimli oldugu belirtilmektedir (Campion ve Alloni,
1990; Bohanec ve Jakse, 1999; Alan ve ark, 2004; Cho ve ark, 2006; Fayos ve ark,
2015). Tiirk sogan genotipleriyle gerceklestirilmis olan ginogenesis ¢aligmalari
oldukca siirlidir (Kaska, 2014; Yarali ve Yanmaz, 2013). Az sayida sogan
genotipinin kullanildigi ¢alismalarda ¢ok az sayida DH sogan hatti elde edilmistir.



1. GIRIS Semih ALAN

Sogan insanlar tarafindan yetistiriciligi yapilan en eski sebzelerden biridir.
Diinyanin her yerinde iiretimi yapilabilen soganin giinliik diyet igerisindeki 6nemi
biiyiiktiir. Sogan iiretimi tiim diinyada siirekli artis egilimi gostermektedir. TUIK
verilerine gore, Tiirkiye 2017 yili kuru sogan tiretimi 2.131.513 tondur. Diinyada
kuru sogan iretiminde ilk siralarda yer alan {ilkeler; Cin (24.282.531 ton),
Hindistan (22.427.000 ton), Amerika (3.731.940 ton), iran (2.379.096 ton), Misir
(2.379.035 ton) Rusya (2.135.974 ton) ve Tiirkiye (2.131513 ton) yer almaktadir
(Tablo 1.1).

Tablo 1.1Diinya’da 2017 yili kuru sogan Uretimindeki ilk 10 Glke.

Sira Ulkeler Uretim (Ton)
1 CIN 24283531
2 | HINDISTAN 22427000
3 | AMERIKA 3731940
4 IRAN 2379096
5 | MISIR 2379035
6 RUSYA 2135974
7 | TURKIYE 2131513
8 PAKISTAN 1833200
9 | BREZILYA 1622106
10 | JAPONYA 1214000

(FAO, 2018)

Geligmis iilkelerde ticari sogan yetistiriciligi genelde F1 hibrit ¢esitleri ile
yapilmaktadir. Ulkemizde agik tozlanan standart sogan gesitleriyle iiretimin yaygin
olmasina ragmen standartlik ve hasat veriminde biiylik avantajlar saglayan F1
hibrit sogan ¢esitlerinin {iretimi artis gostermektedir. Tiirkiye’de ekimi yapilan F1
hibrit sogan g¢esitlerinin tiimii ithalat yoluyla elde edildigi i¢in tohum maliyeti

yuksektir. F1 hibrit sogan c¢esitlerinin ithalat yoluyla gelmesi ve oldukc¢a pahali



1. GIRIS Semih ALAN

olmasi iilkemizdeki sogan tiretimi i¢in gerekli tohumluk agisindan disariya bagimli
hale getirmistir.

Sogan 1slaht uzun siiren ve zahmetli bir igslemdir ve bu nedenle iilkemize
uygun  sogan  g¢esitlerinin  gelistirilmesi  konusunda  fazla  ilerleme
saglanamamaktadir. Klasik kendileme caligmalariyla 12-14 yil gerektiren saf hat
iiretimi ve kendileme uygulamasinin soganda kendileme depresyonu yaratmasi gibi
sorunlar soganda 1slah ¢alismalarin1  zorlagtirmaktadir. Dihaploid (DH)
tekniklerinin sogan 1slah1 ¢alismalarina entegre edilebilmesi durumunda genetik
olarak uniform sogan hatlarinin ¢ok kisa siirede iiretilebilmesi miimkiin olacaktir.
Soganlarda saf hatlar DH teknigiyle {i¢ yil gibi kisa bir siirede iiretilebilmektedir.
DH teknigi ile iiretilen sogan hatlar1 tiim karakterler i¢in saflagtirillir ve bu
bitkilerde kendileme depresyonu gibi istenmeyen oOzellikler gozlenmez. DH
teknolojisinin bir 1slah programima 6nemli katkilar yapmasi i¢in ¢ok sayida DH
bitkinin iiretilmesi gereklidir. Bu ¢alisma Tiirk sogan hatlarindan haploid ve DH
bitki iiretiminin arttirllmasi i¢in ginogenesis uyartimi yonteminin iyilestirilmesi
amactyla gerceklestirilmistir. Bu calismada Tirkiye’nin farkli bdlgelerinden
toplanmig sogan genotiplerinden iistiin kalite 6zelliklerine sahip sogan ¢esitlerinin

ginogenesis uyartimina verdikleri tepki gézlemlenmistir.



1. GIRIS Semih ALAN




2. ONCEKI CALISMALAR Semih ALAN

2. ONCEKIi CALISMALAR

Haploidizasyonun c¢esitli metodlar1 arasinda bulunan in situ indiiklenen
ginogenesis ilk olarak 1986 yilinda uygulanmistir. Bu uygulama dahil olarak
1sinlanmis polenlerle tozlanma islemi gerceklestirilmektedir. Haploidizasyonun
diger bir yontemi olan in vitro ginogenesis yontemi uygulamalar: ilk olarak 1989
yilindan itibaren Muren (1989), Keller (1990), Campion ve Alloni (1990) ve
Campion ve ark. (1992) gibi bazi arastiricilar tarafindan Allium cepa’ dan haploid
bitki eldesi ile rapor edilmistir. In situ indiiklenen ginogenesis yontemi, embriyo
kurtarma teknigi kullanmadan yapildigi icin 1990’ yillarda tekrar glindeme
gelmistir. Bu konuda Dore ve Marie (1993) 1sinlama ile inaktive hale getirilen
polenlerle tozlamadan sonra Allium cepa da ginogenik bitki {iretimi {izerine
caligmalar yapmuslardir. Elde edilen bitkilerin haploid ve diploid hiicreler icerdigi
tespit edilmistir. Arastiricilar, bu yontemle diploid hiicrelerden bitkileri elde
ettiginde ne embriyo kurtarma ne de kromozom katlamaya gerek olmadan
dihaploid bitkiler elde edilmis olacagmi rapor etmislerdir. Sevindik (2018)
siklamen de yapmis oldugu ¢alismada haploid embriyolardan spontan katlanma
sonucu dihaploid bitkiler elde etmistir. Arastirmaci spontan katlanmanin niikleer
flizyondan kaynaklanabilecegini belirtmistir.

Ginogenesis, genellikle androgenesis uyartimina cevap vermeyen, erkek
kisirlig1 gosteren ve erkek ve disi cinsiyeti tasiyan bitkileri olan tiirlerde haploid
bitki eldesi i¢in kullanilan bir alternatif yoldur (Thomas ve ark, 2000; Bhat ve
Murthy, 2007). Doéllenmemis ovaryum kiiltiirii araciligi ile yapilan ginogenesis
yontemi ile haploid bitki eldesi ilk olarak San Noeum (1976) arpa bitkisinde
yaptig1 caligma ile literatiire gegmistir. Daha sonraki yillarda da déllenmemis ovul
ile haploid bitki eldesi i¢in (Yang ve Zhou, 1982; Lakshmi-Sita, 1997;
Mukhambetzhanov, 1997; Germana, 2006) yapilan basarisiz olmus caligmalar
rapor edilse de, sogan (Muren, 1989; Bohanec ve ark, 1995; Geoffriau ve ark,

1997; Luthar ve Bohanec, 1999;
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Alan ve ark, 2004), Allium ampeloprasum (Schum ve ark, 1993); lale
(Van-Creij ve ark, 2000), patates (Ruth ve ark,1993), misir (Tang ve ark, 2006),
salatalik (Gemes-Juhasz ve ark, 2002), seker kamisi (Gurel ve ark, 2000), ve
bugday (Sibi ve ark, 2001) gibi bir¢ok bitki tiirii i¢in basarili ginogenesis
caligmalar1 da rapor edilmistir.

Haploid bitkiler bitki tiirlerinin bazilarinda dogada kendiliginden
olusabilmektedir (Ellialtioglu ve ark, 2001). Haploid bitkilerin ¢esitli yollardan
dogada ortaya ¢ikma siklig: tiirlere ve hatta tiir igerisinde genotiplere bagli olarak
degismekte cogunlukla %0,1-%0,001 gibi cok diisiik seviyelerde kalmaktadir.
Birgok tiirde de dogal haploid olusumuna hi¢ rastlanmamaktadir. Dogal olarak
kendiliginden gelisen ilk haploid embriyo ve bitki Datura stramonium ile
isinlanmis polenlerle Blakeslee ve ark (1922) tarafindan yapilan c¢alisma ile
literatiire gegmistir.

Haploid bitkiler erkek ve disi lireme hiicrelerinden firetilebilirler. Bitki
tirlerinde en yaygin kullanilan haploid bitki tiretim teknikleri, gelismemis polen
(androgenesis) ve disi yumurta hiicresinden (ginogenesis) embriyo uyartimina
dayanmaktadir. Soganda yapilan androgenesis denemeleri basarisiz olmustur
(Keller ve Korzun, 1996). Sogan bitkisinde haploid embriyo eldesi sadece
ginogenesis yoluyla miimkiindiir. Ik basarili ginogenik calisma 30 yil kadar dnce
¢ farkli aragtirma grubu tarafindan gergeklestirilmistir (Muren 1989, Campion ve
Alloni 1990, Keller 1990). ik ginogenesis ¢alismalarinda arastiricilar gelismemis
ovul, ovaryum ve tiim ¢igek tomurcuklarini farkli uyartim ortamlarinda kiiltiire
almiglardir. Sogan ovul ve ovaryum eksplantlarmin kiiltiire hazirlanmalarinin zor
olmasi nedeniyle agmamis ¢icek tomurcuklarinin ginogenesis uyartim besi
ortaminda kiiltiire alinmasi tercih edilmektedir (Bohanec ve Jakse 1999, Alan ve
ark, 2003). Ginogenesis uyartim ortaminda kiiltiire alinan ¢i¢cek tomurcuklarinda
anterler yiiksek nem yiiziinden ac¢ilmadigi i¢in tozlanma ve déllenme gergeklesmez

ve bu durumda zigotik embriyo olusmaz (Cohat, 1994).
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Soganda haploid bitki eldesinde kullanilacak olan ¢icek tomurcuklarinin
ginogenesis uyartimina uygun gelisme safhalarinda olmasi gerekmektedir. Muren’e
(1989) gore antesisten bes giin once toplanan ¢i¢ek tomurcuklar: daha erken veya
ge¢ donemlerde toplanan tomurcuklara gore ginogenesis uyartimina daha iyi tepki
vermektedirler. Alan ve ark (2004) tarafindan yapilan ¢alismada Kuzey Amerikan
act ve tatli sogan genotiplerinde c¢aplart 3 mm’den biiylikk olan ¢igek
tomurcuklarinin daha kiigiik (<2-2,5 mm) tomurcuklara gore ginogenik uyartim
icin daha uygun olduklar1 bulunmustur. Ginogenesis uyartimi i¢in en uygun ¢icek
tomurcugu gelisme doneminin, embriyo keseciginin olgunlasmis oldugu, antesisten
3-5 giin 6nceki donem oldugu diisiiniilmektedir (Musial ve ark, 2001).

Soganda ginogenesis uyartiminda farkli besi ortamlar1 B5 (Gamborg ve
ark, 1968), BDS (Dunstan ve Short 1977) ve MS (Murashige ve Skoog 1962) besi
ortami kullanilmigtir. Bu besi ortamlarinin soganda ginogenesis uyartimi iizerine
etkilerinin detayl bir sekilde karsilastirildig: bir ¢aligma mevcut degildir. Alan ve
ark (2003; 2004) ¢igek tomurcuklarmin modifiye edilmis BDS (Bohanec ve Jakse
1999) igeren petri kaplarinda kiiltiire alinmasindan en az iki ay sonra ginogenik
bitkiciklerin ortaya ¢ikmaya basladigini ve bu bitkiciklerin saglikli biiyiiyebilmeleri
icin biiylitme besi yeri (Jakse ve ark, 2003) igeren tiiplere transfer edilmeleri
gerektigini belirtmislerdir. Sogan genotiplerinin ginogenesis uyartimina verdikleri
karsilik cok farkli olabilmektedir (Geoffriau ve ark 1997, Bohanec ve Jakse 1999,
Michalik ve ark 2000, Alan ve ark 2004). Elde edilen ginogenik bitkiciklerin yariya
yakini biiylimeye devam etmektedirler. Genellikle haploid (n) sayida kromozom
tasiyan ginogenik bitkiler yaninda miksoploid (n+2n) ve spontan diploid (2n)
ginogenik bitkilerde elde edilir. Haploid olan bitkilerde kromozom katlamasi
uygulamasiyla DH sogan bitkileri iiretilebilmekte, tiretildikleri yilda bas olusturan
DH bitkiler ikinci yilda gigeklenmekte ve bunlardan kendileme ile tohum {iretimi

saglanmaktadir. (Alan ve ark, 2004; 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkiler

Bu calismada Pamukkale Universitesinde iiretilmis olan {i¢ adet 1slah hatti,
bir adet acik tozlanan yerli ve bir adet agik tozlanan yabanci g¢esit kullaniimistir.
Calismada kullanilan bitkilerin énemli 6zellikleri (tat, bas rengi, bas sekli, bas
iriligi, bas1 saran kuru yaprak sayisi, bas igerisinde biiyiime merkezleri sayisi)
Tablo 3.1°de wverilmistir. Ginogenesis uyarttim denemelerinde her bir sogan
genotipinden 10 bitkiden c¢icek tomurcugu alinmistir. Bu durumda caligma

kapsaminda bes sogan genotipinden toplam 50 bitki kullanilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan donor sogan genotiplerine ait genel 6zellikler.

Bas Basi Saran Bas
Sogan Kabugu Kuru Yaprak Buyiiklligii Merkez
Genotipleri Tat Rengi Sayisi Bas Sekli (gram) Sayisi
Basik
BiYOM1? Aci  Beyaz 2-3 Yuvarlak ve 100-200 1-3
Yuvarlak
................................................................... Basik
Biyom2? Aci Sari 2-3 Yuvarlak ve 150-200 1-3
Yuvarlak
................................................................... Basik
BiyOom3? Aci  Kirmizi 2-3 Yuvarlak ve 100-150 1-3
Yuvarlak
................................................................... Basik
Yalova 12° Acl Sari 3-4 Yuvarlak ve 50-100 1-2
Yuvarlak
Basik
DELFOS Acl Sari 2-3 Yuvarlak ve 100-200 1-3
Yuvarlak

@Acik tozlanan islah hatt
®Acik tozlanan standart Tiirk cesidi
°Acik tozlanan standart yabanci gesit
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3.2. Yontem
3.2.1. Sogan Tohumlarinin Ekilmesi ve Bas Eldesi

Bir onceki yilin (2017) Aralik ayinda, sogan genotiplerine ait tohumlar 2:1
oraninda torf ve perlit igeren karigim ile doldurulmus olan 104 liik plastik viyollere
ekilmislerdir. Her sogan genotipi i¢in dort viyole ekim yapilmistir (Toplam 20
viyol). Tohum ekimi yapilan viyoller 1sitmasiz bir cam seraya transfer edilerek
bliyiitme masalarina yerlestirilmislerdir (Sekil 3.1.A). Tiim genotiplere ait tohumlar
ekimden dort hafta kadar sonra yaklasik %80 oraninda ¢imlenme gostermislerdir
(Sekil 3.1.B). Mart ayinda 4-5 yaprakli agamaya ulasmis olan sogan fideleri arazide
hazirlanan parsellere dikilmisglerdir (Sekil 3.1.C). Araziye dikim sira {izeri mesafe
10 cm ve sira arasi mesafe 30 cm olarak yapilmistir. Sogan fideleri hasattan 15 giin
oncesine kadar damla sulama sistemi ile sulanip giibrelenmistir. Sogan genotipleri
standart sogan yetistiriciligi yontemleri ile biiyiitiilmiis ve baglar temmuz ay1
ortasinda hasat edilmistir (Sekil 3.1.D). Bir golge evinde kurutulan sogan baslari
morfolojik olarak karakterize edilmislerdir (Sekil 3.1.E). Sogan genotiplerine ait
baslar fileli guvallara konulup etiketlendikten sonra +5°C ye ayarlanmis bir depoya

alinmis ve Aralik ayina kadar burada depolanmustir.

3.2.2. Sogan Baslariin Dikilmesi ve Ci¢eklenmelerinin Saglanmasi

Aralik ayinda depodan ¢ikarilan sogan baglar1 torf ve perlit (2:1) karigim
ile doldurulmus 24’likk plastik viyollere dikilerek isitmasiz cam seraya transfer
edilmislerdir (Sekil 3.1.F). Viyollerde yeniden ¢imlendirilen bitkiler subat ay1
basinda torf ve perlit karisimi ile doldurulmus olan yedi litrelik plastik saksilara
transfer edilmistir (Sekil 3.1.G). Cam serada biiylitiilen bitkiler mart ay1 igerisinde
cicek sap1 olusturmaya baslamistir. Nisan ay1 baglarinda c¢igek umbelleri
belirginlesmeye baglamistir. Nisan ay1 ortasindan itibaren umbellerdeki bazi
agmamis ¢icek tomurcuklari ginogenesis uyartimi i¢in uygun asamaya

ulasmiglardir (Sekil 3.1.H). Umbellerdeki tomurcuklarin %10 kadarinin antesis

10
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agsamasina ulasmaya basladigi zaman umbeller 20-30 santimlik ¢igek sap1 ile

birlikte kesilip laboratuvara getirilmislerdir (Sekil 3.2.A).

Sekil3.1 A. Genotiplere ait tohumlarin viyollere ekilmesi. B. Genotiplere ait
tohumlarin gimlenmesi. C. Cimlenen sogan fidelerinin araziye dikilmesi.
D. Genotiplerin standart sogan yetistiriciligi yontemleri ile buyuttlmesi. E.
Genotiplerin  hasat edilmesi ve morfolojik karakterizasyonu. F.
Genotiplere ait sogan baslarinin viyollere dikilerek c¢imlendirilmesi. G.
Genotiplerin saksilara aktarilip blyutilmesi. H. %10 antesis asamasina
gelen sogan cicegi.

11
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3.2.3. Ginogenesis Uyartiminda Kullanilan Cicek Tomurcuklarinin
Sterilizasyon Islemi

Laboratuvara getirilen umbellerde bulunan a¢mis ¢igek tomurcuklar
ginogenesis i¢in ge¢ asamada oldugundan koparilarak uzaklagtirilmistir (Sekil
3.2.A). Aragtirmacilarin ginogenesis uyartimi i¢in uygun oldugunu belirttigi
antesisten 2-3 giin 6nceki agamada bulunan agmamis ¢icek tomurcuklar: (>3 mm)
bir makas yardimiyla dikkatlice kesilip cay silizeginde toplanmistir (Sekil 3.2.B).
Tomurcuklar kesilirken sap kismiin miimkiin oldugunca kisa kesilmesine dikkat
edilmistir. Tomurcuk {iizerinde uzun kalan saplar kiiltiir agamasinda kallus
olusturup somatik embriyogenesis’e neden olacag i¢in bu calismada istenmeyen
bir durumdur. Tomurcuklar yiizey sterilizasyonu amaciyla once iginde %70’lik
etanol bulunan kavanozda 30 saniye kadar tutulup daha sonra da iginde
sterilizasyon soliisyonu (%15 clorax+%0,1 Tween-20) bulunan diger bir kavanoza
aktarilip burada 30 dakika kadar bekletilmistir (Sekil 3.2.C). Sterilizasyondan sonra
tomurcuklar steril su ile ti¢ defa 5’er dakika yikanip steril kurutma kagitlar tizerine
serilerek 1slakliklarinin giderilmesi saglanmistir. Tiim sterilizasyon islemleri steril

kabinde, steril ekipman ile yapilmistir.

Sekil3.2. A. Laboratuvara getirilen genotiplere ait umbellerin agmis cigeklerinin
uzaklastirimasi. B. Sterilizasyon iglemi igin kesilen tomurcuklar. C.
Sterilizasyon soliisyonuyla sterilizasyon islemi.

12




3. MATERYAL VE YONTEM Semih ALAN

3.2.4. Ginogenesis Uyartimi Caliymalarinda Kullanilan Besi Yerleri

Tiirk sogan genotiplerinde ginogenesis potansiyelinin ortaya g¢ikarilmasi
icin yapilmis deneylerde kullanilan besi ortamlari, temel besi ortamlarinin
(Murashige ve Skoog, 1962) (Dunstan ve Short, 1977) modifiye edilmesiyle
olusturulmustur. Modifiye edilen bu besi ortamlar1 Tablo 3.2 ve Tablo 3.3 de

verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan modifiye MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi
ortamlarinin igerikleri.

Modifiye Murashige ve Skoog MMS-1 MMS-2
Makro Elementler
Ammonium nitrate (NH4NO3) 1,650 mg/I 1,650 mg/I
Calcium chloride (CaCl2 - 2H20) 332.02 mg/l  332.02 mg/l
Magnesium sulphate (MgSO4 - 7H20) 180.54 mg/l  180.54 mg/|
Monopotassium phosphate (KH2PO4) 170 mg/l 170 mgl/l
Potassium nitrate (KNO3) 1,900 mgl/l. 1,900 mgl/l.
Mikro Elementler
Boric acid (H3BO3) 6.20 mg/I 6.20 mg/I
Cobalt chloride (CoCI2 - 6H20) 0.025 mg/l 0.025 mg/l
Ferrous sulphate (FeSO4 - 7H20) 27.8 mg/l 27.8 mg/l
Manganese(ll) sulphate (MnSO4 - 4H20) 16.90 mg/I 16.90 mg/I
Potassium iodide (KI) 0.83 mgl/l 0.83 mgl/l
Sodium molybdate (Na2MoO4 - 2H20) 0.25 mgl/l 0.25 mgl/l
Zinc sulphate (ZnS0O4-7H20) 8.6 mg/l 8.6 mg/I
Ethylenediaminetetraacetic acid ferric sodium (NaFe-EDTA) 37.26 mgl/l 37.26 mgl/l
Copper sulphate (CuS0O4 - 5H20) 0.025 mg/l 0.025 mg/l
Vitaminler, Hormonlar ve Organikler

Myo-Inositol 500 mg/I 500 mg/I
Nicotinic Acid 1 mg/l 1 mg/l
Pyridoxine - HCI 1 mg/l 1 mg/l
Thiamine - HCI 10 mg/l 10 mg/l
L-prolin 200 mg/| 200 mg/l
Sukroz 100 g/l 30 g/l
BAP 2 mg/l -
2,4-D 2 mg/l -
PH 5.8 5.8
Agar 79/l 79/l

13
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Tablo 3.3. Calismada kullanilan modifiye BDS (Dunstan ve Short, 1977) besi

ortamlarinin igerikleri.

Modifiye BDS besi ortami MBDS-1 MBDS-2
Makro Elementler
Ammonium phosphate monobasic (NH4H2PO4) 230 mg/l 230 mg/l
Calcium chloride (CaCl2 - 2H20) 150 mg/l 150 mg/l
Sodium phosphate monobasic (NaH2P04.H20) 150 mg/l 150 mg/l
Potassium nitrate (KNO3) 2530 mg/l 2530 mg/l
Magnesium sulfate (MgS04.7H20) 247 mgl/l 247 mgl/l
Ammonium sulfate ((NH4)2S04) 134 mg/l 134 mg/l
Ammonium nitrate (NH4NO3) 320 mgl/l 320 mgl/l
Mikro Elementler
Cobalt chloride (CoCI2 - 6H20) 0.025 mgl/l 0.025 mg/l
Manganese(ll) sulphate (MnSO4 - 4H20) 13.20 mg/l 13.20 mg/l
Potassium iodide (KI) 0.75 mgl/l 0.75 mgl/l
Sodium molybdate (Na2MoO4 - 2H20) 0.25 mg/l 0.25 mg/l
Zinc sulphate (ZnS04-7H20) 2 mgl/l 2 mgl/l
Copper sulphate (CuS04 - 5H20) 0.025 mg/l 0.025 mg/l
Vitaminler, Hormonlar ve Organikler

Myo-Inositol 500 mg/l 500 mg/l
L-prolin 200 mgl/l 200 mgl/l
Nicotinic Acid 1 mgl/l 1 mgl/l
Pyridoxine - HCI 1 mg/l 1 mg/l
Thiamine - HCI 10 mg/I 10 mg/I
Sukroz 100 g/l 30 g/l
BAP 2 mg/l -
2,4-D 2 mg/l -
PH 5.8 5.8
Agar 7 g/l 7 g/l

14
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Caligmada elde edilen ginogenik bitkicikler bulunduklari besi
ortamlarindan alinarak Alan ve ark (2016) tarafindan gelistirilen bitki biiyiitme besi
yerine aktarilmistir. Bu sayede bitkicikler stres kosullarindan uzaklastirilarak daha

iyi bir sekilde gelisip biiyiimeleri saglanmustir.

3.2.5. Besi Yerlerinin Hazirlanisi

Tirk sogan genotiplerinde ginogenesis calismalarinda kullanilacak olan
besi yerleri hazirlanirken sivi stoklar kullanilmigtir. MS makro, BDS makro ve
Bitki biiyilitme stoklar1 10 kat (10x) yogunlagtirilmis sekilde hazirlanmistir. MS
mikro, BDS mikro, Bitki biiylitme ve FeEDTA stoklar1 ise 100 kat (100x)
yogunlastirilmis  sekilde hazirlanmistir. Besi yeri yapiminda distile saf su
kullanilmustir.

Besi yeri hazirlanirken makro stok, mikro stok, Fe EDTA stok, seker,
vitaminler ve biiyiimeyi diizenleyiciler eklenip istenilen hacim saf su ile
tamamlandiktan sonra pH degeri dl¢lilmiistiir. pH’1 istenilen degere ayarlamak igin
Sodyum hidroksit (NaOH) ve Hidroklorik asit (HCI) kullanilmistir. pH istenilen
degere ulastiktan sonra ortam katilagtiricisi olan agar eklenmistir. Daha sonra besi
yerinin sterilizasyonu i¢in otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basingta 20 dakika
tutulmustur. Otoklavdan ¢ikarilan besi yeri steril kabin igerisine alinmistir. Steril
kabin igerisinde besi yerinin sicakligi 50°-60°C civarma diistiigiinde 90x15mm’lik

petrilere 30ml besi yeri dokiilerek soguyup katilagsmalart saglanmistir.

3.2.6. Farkh Besi Yerleri Dagilimi

Calismada uyartim amaciyla kullanilan tomurcuklarin bazilar1 sadece bir
ortamda kiiltiire konulur iken bazilar1 kiiltiir baslangicindan 21 giin sonra alt
kiiltiire aktarilmistir. Bu durumda tiim tomurcuklar, MBDS-1, MMS-1, MMS-2,
MBDS-2, énce MBDS-1 21 giin sonra MBDS-2 (MBDS-1/MBDS-2) ve o6nce
MMS-1 21 giin sonra MMS-2 (MMS-1/MMS-2) besi ortaminda kiiltiire

alinmiglardir.
15
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3.2.7. Ginogenesis Uyartiminda Kullanin Genotiplere Ait Cicek
Tomurcuklarinin Uyartim Kiiltiiriine Alinmalari

Sterilizasyon isleminden sonra steril kurutma ké&gidi arasinda nemi alinan
tomurcuklar bekletilmeden 30ml uyartim besi ortami igeren petrilere ekilmistir.
Tomurcuklarin petri igine esit mesafede 5’erli 6 sira olacak sekilde ekimi
yapilmistir. Her petriye toplamda 30 adet tomurcuk ekilmigtir. Petrilere ekim
isleminden sonra hat adi, besi yeri ve kiiltiire alinma tarihi bilgileri yazilmigtir. Bu
caligmada bir genotip i¢in yaklasik 3000 tomurcuk MMS-1 ve MBDS-1 uyartim
besi yerlerine ekilmistir. Bunun yaninda MMS-2 ve MBDS-2 besi yerlerine kontrol
grubu olarak her genotipten tomurcuklar ekilmigtir. Toplamda bes genotipten
yaklagik 29000 tomurcuk ekimi yapilmistir. Ekim islemi biten petriler biiyilitme
odasina alinmistir. Ginogenesis uyartim kiiltiirleri, Alan ve ark. (2016) tarafindan
yayinlanmis olan kiiltiir kosullarinda biiyiitilmiistiir. Bu asamadan sonra kiiltiirler

yedi giin arayla gozlemlenmistir.

3.2.8. Genotiplere Ait Cicek Tomurcuklarimin 21.Giinde Aktarilma islemi
Biiyiitme odasinda gozlemleri yapilan kiiltiirlerin yaklasik yaris1 21.glinde
alt kiiltlire alinmistir. Her genotipe ait tomurcuklarin MMS-1 besi yerine
ekilenlerinin %50’si MMS-2 ye, MBDS-1 besi yerine ekilen tomurcuklarin %50’si
MBDS-2 besi yerine aktarilmigtir. Aktarma islemlerinin tamami steril kabinde
steril ekipmanlarla yapilmistir (Sekil 3.3.). Bu islemden sonra kiiltlirler tekrar

biiyiitme odasina konularak 7 giin arayla gézlemleri yapilmustir.
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Sekil3.3. Genotiplere ait ekilmis tomurcuklarin 21. glinde diger besi yerine
aktarilma islemi.

3.2.9. Gozlemlerde Uyartima Tepki Veren Tomurcuklarin Bitki Biiyiitme Besi
Yeri iceren Ortama Aktarilmasi

Biiyiitme odasindaki kiiltiirlerin  gézlem agsamasinda tespit edilen
tomurcuklarindan ¢ikmakta olan ginogenik ve somatik bitkicikler daha iyi gelisim
saglayabilmesi ve stres ortamindan uzaklastirilmast i¢in bulundugu uyartim
ortamidan tomurcugu ile birlikte alinarak bitki biiyiitme besi yeri (Alan ve ark,
2016) igeren petrilere aktarilmistir. Tiim bu islemler steril ekipmanlarla steril kabin
igerisinde yapilmistir. Bitki biiyiitme besi yerine alinan bitkicikler bilyilitme odasina

konularak gézlemlenmeye devam edilmistir.

3.2.10. Uyartim Sonucu Tomurcuklardan Elde Edilmis Bitkiciklerin Bitki
Biiyiitme Besi Yeri Iceren Cam Tiiplere Aktarilmas:

Biiyiitme odasinda gozlemlenen, tomurcuk igerisinden gelen ginogenik ve
somatik bitkicikler aktarildiklar1 bitki biiyiitme besi yeri iceren petriler de yeteri
biytikliige ulastiklarinda, bitki biiylitme besi yeri i¢eren cam tilipler igerisine

aktarilmiglardir. Tim bu islemler steril ekipmanlarla steril kabin igerisinde
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gergeklestirilmistir. Tiiplere aktarilan bitkicikler biiylitme odasmna konularak
gelisimlerinin devam etmeleri saglanmistir. Geligip bitki haline gelen bitkiler ploidi

seviyesi tespiti i¢in hazir hale gelmislerdir.

3.2.11. Calsmada Elde Edilen Bitkilerden Ornek Almmasi, Ornek
Hazirlanmasi ve Ploidi Seviye Tespiti

Sogan bitkisinin herhangi bir dokusundan alinan 6rneklerde niikleer DNA
miktarinin flow sitometri analizi ile hizli ve giivenilir ploidi tespiti yapilabildigi
i¢in bu ¢alismada ploidi tespiti flow sitometri ile yapilmigtir. Diploid olan bir sogan
bitkisinin gen¢ yapraklarindan alman dokudaki G1 fazindaki hiicrelerin
cekirdekleri flow sitometri histograminda ~32 pg/DNA ya karsilik gelmektedir.
(Arumuganathan ve Earle, 1991). Bu durumda ginogenik bitkilerden alinan
dokularla yapilan analizlerde haploid bitkilerden elde edilen G1 fazindaki
cekirdeklerin ~16 pg/DNA’ya karsilik gelmesi beklenmektedir.

Bu calismada elde edilmis olan ginogenik bitkilerde niikleer DNA miktar1
ve ploidi tespiti, Alan ve ark (2016) tarafindan gelistirilen protokole gore
yapilmistir. Tiiplerde 3-4 yaprakli hale gelen bitkiler ploidi seviye tespiti 6rnek
alimi i¢in uygun asamadadir. Ploidi seviye tespiti i¢in sogan bitkisinde kontrol
olarak Arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisi kullanilmistir. Ploidi seviye tespiti
yapmadan yaklasik 2-3 hafta dnce arpa tohumlari bir saksiya ekilerek ¢imlenmesi
saglanmigtir (Sekil 3.5.A). Steril kabin igerisinde sogan bitkilerinin yapraklarindan
steril bir makas yardimi ile dokular alinarak buz dolu bir kap iizerinde duran
petrilerin igerisine konulmustur (Sekil 3.5.B). Ploidi analizi yapilacak bitkilerden
50 mg ve kontrol olarak kullanilan arpa bitkisinden yaklasik 5 mg alinarak
iizerlerine 1 ml Nuclei isolation buffer (Alan ve ark, 2016) ¢ozeltisi eklenmigtir
(Sekil 3.5.C). Jilet yardimi ile dokular pargalanarak hiicre igerisindeki niikleer
DNA’nm agiga ¢ikmasi saglanmistir (Sekil 3.5.D). Parcalama isleminden sonra 0,5
ml Nuclei isolation ¢dzeltisi daha eklenerek bir filtre yardimi ile 2 mI’lik eppendorf

tiip icerisine siiziilmiistiir (Sekil 3.5.F). Tiim bu agamalar 6rneklerin bozulmamasi
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i¢in buz dolu bir kap iizerinde yapilmistir. Ornekler test edilmeden &nce 1
mg/ml’lik Propidium iodide 10 ul eklenerek (Sekil 3.5.G) vortekslenmistir (Sekil
3.5.H). Bu asamadan sonra drnekler cihaz da ploidi seviyesi testi i¢in hazir hale
gelmistir (Sekil 3.5.J). Ploidi seviye tespiti analizi sonucunda sogan genotiplerinin
ploidi seviyeleri belirlenmistir (Sekil 3.5.L). Tim bu islemler Alan ve ark (2016)
tarafindan gelistirilen protokole gore yapilmistir. Ploidi seviyesi hesaplama

formiilii Sekil 3.4’de verilmistir.

Ornek Soganin

Ornek Soganin Florasan Degeri ) "
Niikleer DNA = X Arpa’nin Nlllkleer DNA
miktari Arpa’nin Florasan miktari
Degeri

Sekil3.4. Niukleer DNA miktari hesaplanmasinda kullanilan formdl. (Alan ve ark,
2016)
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Sekil3.5. Cimlendirilmis Arpa bitkisi. B. Sogan ve Arpa bitkisinden alinan érnekler.

C. Orneklere Nuclei isolation buffer eklenmesi. D. Jilet ile pargalama
asamasi. E. Pipet ile 6rneklerin alinmasi. F. Orneklerin filtreden
geciriimesi. G. Orneklere Propidium iodide eklenmesi. H. Orneklerin
vortekslenmesi. I. Orneklerin cihazin analiz kabina aktariimasi. J.
Orneklerin flow sitometri cihazina yerlestirimesi. K. Flow sitometri
analizinin yapilmasi. L. Analiz sonucu nikleer DNA’nin hesaplanmasi.
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3.2.12. incelenen Kriterler ve Istatiksel Analiz

Bu c¢alismada tomurcuklar kiiltiire alindiktan sonra haftalik olarak
gozlemlenmistir. Kiiltire alinan tomurcuklarda Incelenen kriterler uyartilan
tomurcuk sayisi, elde edilen ginogenik bitkicik sayisi ve elde edilen ginogenik bitki
sayisidir. Somatik olarak elde edilen bitkicikler ve somatik olarak elde edilen
bitkiler de incelenen kriterler igerisindedir. Yapilan flow sitometri analizi sonucu
kromozom miktarlariin haploid, diploid ve mixoploid durumlar1 incelenmistir.

Elde edilen sonuglar, uyartilan tomurcuk sayilarinin ekimi yapilan besi
yerine ait toplam tomurcuk sayisina orami hesaplanmigtir. Ginogenik bitkicik
sayilarinin ekimi yapilan besi yerine ait toplam tomurcuk sayisina orani
hesaplanmistir. Ginogenik bitki sayilarmin ekimi yapilan besi yerine ait toplam
tomurcuk sayisina orani hesaplanmigtir. Somatik uyartim sonuglari1 ise uyartilan
somatik tomurcuk sayilarinin ekimi yapilan besi yerine ait toplam tomurcuk
sayisina orani hesaplanmistir. Somatik bitkicik sayilarinin ekimi yapilan besi
yerine ait toplam tomurcuk sayisina orani hesaplanmigtir. Somatik bitki sayilarinin
ekimi yapilan besi yerine ait toplam tomurcuk sayisina orani hesaplanmistir. Flow
sitometri analizleri ile elde edilen sonuglar ise, haploid olarak tespit edilen
bitkilerin genotipe ait toplam test edilen bitki sayisina orani hesaplanmistir. Diploid
olarak tespit edilen bitkilerin genotipe ait toplam test edilen bitki sayisina orani
hesaplanmigtir. Mixoploid olarak tespit edilen bitkilerin genotipe ait toplam test
edilen bitki sayisina orani hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar yiizde (%) olarak

gosterilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada ilk etapta dort farkli besi ortammma (MMS-1, MBDS-1,
MMS-2, ve MBDS-2) toplamda 29010 adet agmamis sogan c¢icek tomurcugu
ekilerek ginogenesis i¢in test edilmistir. Tomurcuklarin biiylik ¢ogunlugu ilk
asamada MMS-1 ve MBDS-1 besi yerlerine ekilip 21. giinde MMS-1 besi yerinde
yer alan tomurcuklarin %50’si MMS-2 besi yerine alt kiiltiire alinmigtir. MBDS-1
besi yerinde yer alan tomurcuklarin %50°si MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire
alinmistir. Tablo 4.1°de ekimi yapilan tomurcuk miktarlar1 verilmistir. Tablo 4.2°de
21. giinde alt kiiltiire alinan genotiplere ait tomurcuk miktarlari verilmistir. Kiiltiire
alman tomurcuklar gézlemler sirasinda ilk hafta icerisinde gelisimlerine devam
edip kapali tomurcuk formundan agik tomurcuk formuna ge¢mislerdir.
Tomurcuklar 2-3 hafta igerisinde biiyiikliikleri en boy olarak artmistir. 21. giinde
yontemde belirtildigi gibi tomurcuklarin bir kismu alt kiiltiire alinarak ginogenik
uyartim etkisi gozlemlenmistir. Kiiltiire alinan tomurcuklarin bazilar1 somatik
rejenerasyon gostermistir. Somatik rejenerasyon tomurcuklarin sap ve tag yaprak
gibi vegetatif kisimlardan meydana gelen kalluslardan olusmustur. Elde edilen
¢ogu ginogenik bitkicikler tomurcugun yumurtaliklarinin igerisinden geldigi igin
gozlem sirasinda ayirt edilebilmektedir. Olusan tiim bitkiciklerden ornekler

alinarak flow sitometri analizi sonucunda ploidi seviyeleri belirlenmistir.
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Tablo4.1. Genotiplere ait ekimi yapilan tomurcuk sayilari.

Besi yerleri ve ekilen tomurcuk sayilari

Genotip MMS-1 MBDS-1 MMS-2 MBDS-2
Biyom1? 900 4590 540 870
Biyom2?® 750 1050 570 900
BiYOM3? 630 1290 480 390
Yalova 12° 2520 5340 300 420
DELFOS 2070 4560 270 270

@Acik tozlanan islah hatt
®Acik tozlanan standart Tiirk cesidi
°Acik tozlanan standart yabanci gesit

Tablo4.2. Genotiplere ait ekimi yapilan tomurcuklarin 21. glinde alt kiltire
aktarilan tomurcuk miktarlari.

Genotip MMS-1—MMS-2 MBDS1—MBDS-2
BiYOMm1? 390 1800
BiYOM22 450 540
BIYOM32 210 540
Yalova 12° 840 1830
DELFOS°® 690 2040

@Acik tozlanan islah hatt
bA(,:lk tozlanan standart Turk ¢esidi
°Acik tozlanan standart yabanci gesit

4.1. Genotiplerin Ginogenesis Uyartim Sonug¢lari

Farkli besi ortamlarinda genotiplerin ginogenesis uyartimi sonucu olusan
bitkiciklere 6rnek Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’de gosterilmistir. Gozlemler
sirasinda tespit edilen genotiplere ait ginogenik bitkicikler binokiiler mikroskop

yardimi ile goriintiilenmistir.
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Sekil4.1. BIYOM1 genotipine ait ginogenesis uyartimi sonucu MBDS-1 besi
yerinde tomurcuktan gelisen bitkicik

E o

Sekil4.2. BIYOM2 genotipine ait ginogenesis uyartimi sonucu MMS-1/MMS-2 besi
yerinde tomurcuktan gelisen bitkicik.
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Sekil4.3. BiYOM3 genotipine ait ginogenesis uyartimi sonucu MBDS-1/MBDS-2
besi yerinde tomurcuktan gelisen bitkicik.

Sekil4.4. Yalova12 genotipine ait ginogenesis uyartimi sonucu MBDS-1 besi
yerinde tomurcuktan gelisen embriyo.
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L Ay A

' 4

Sekil4.5. DELFOS genotipine ait ginogenesis uyartimi sonucu MBDS-1/MBDS-2
besi yerinde tomurcuktan gelisen bitkicik.

4.1.1. BIYOM1 Genotipinin Ginogenesis Uyartimi

BiYOMI genotipinden toplamda 6900 adet tomurcuk kiiltiire alinmis ve
21. giinde 2190 adet tomurcuk alt kiiltiire alinmistir. MMS-1 besi yerinde 510 adet
tomurcuktan ginogenesise bes (%0,98) adet tomurcuk cevap vermistir. Bes adet
tomurcuktan bes (%0,98) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu ginogenik
bitkiciklerin iki (%0,39) tanesi ginogenik bitkiye doniismiistiir. MBDS-1 besi
yerinde 2790 adet tomurcuktan ginogenesise 55 (%1,97) adet tomurcuk cevap
vermigtir. 55 adet tomurcuktan 56 (%?2) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu
ginogenik bitkiciklerin 45 (%0,61) tanesi ginogenik bitkiye doniismiistiir. MMS-2
besi yerinde 540 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina cevap alinamamuistir.
MBDS-2 besi yerinde 870 adet tomurcuktan ginogenesise sekiz (%0,92) adet
tomurcuk cevap vermistir. Sekiz adet tomurcuktan sekiz (%0,92) adet ginogenik
bitkicik elde edilmistir. Bu ginogenik bitkiciklerin bes (%0,57) tanesi ginogenik
bitkiye donligmistiir. MMS-1 besi yerinden 21. giinde MMS-2 besi yerine alt
kiiltiire alinan 390 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina cevap alimamamustir.

MBDS-1 besi yerinden 21. giinde MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire alinan 1800 adet
27



4. ARASTIRMA BULGULARI Semih ALAN

tomurcuktan ginogenesise 11 (%0,61) adet tomurcuk cevap vermistir. 11 adet
tomurcuktan 11 (%0,61) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu ginogenik
bitkiciklerin 10 (%0,55) tanesi ginogenik bitkiye doniismiistiir.

BiYOMI1 genotipinden toplamda 6900 adet tomurcuk farkli besi yerlerine
ekilerek uyartim gozlenmistir ve bunun sonucunda BIYOMI genotipinden
toplamda 79 (%]1,15) adet tomurcuk uyartimi gercekleserek 80 (%1,16) adet
ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin 62 (%0,90)
tanesi ginogenik bitkiye doniigmiistiir. MMS-1, MBDS-1, MMS-2 ve MBDS-2
besi yerlerine ekilen BIYOM1 genotipine ait 4710 adet tomurcuktan toplamda 68
(%1,44) adet tomurcuk ginogenesis uyartima cevap vermistir. 68 adet tomurcuktan
69 (%1,46) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik
bitkiciklerin 52 (%1,10) tanesi ginogenik bitkiye doniligmiistiir. Alt kiiltiire alinan
BIYOMI genotipine ait 2190 adet tomurcuktan toplam 11 (%0,50) adet tomurcuk
uyartima cevap vermistir. 11 adet tomurcuktan 11 (%0,50) adet ginogenik bitkicik
elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin 10 (%0,45) tanesi ginogenik
bitkiye doniismiistir. BIYOMI1 genotipinin farkli besi yerlerinde uyartim

sonucunda ginogenesise verdigi cevap Tablo 4.3’de gosterilmistir.
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Tablo4.3. BIYOM1 genotipinin farkli besi yerlerinde uyartim sonucunda
ginogenesis olugum oranlari.
Uyartilan Ginogenik  Ginogenik

Tomurcuk tomurcuk bitkicik bitki

Genotip Besi yeri sayisl sayisi (%) sayisi (%) sayisl (%)
MMS-1 510 5 (%0,98) 5 (%0,98) 2 (%0,39)
MBDS-1 2790 55 (%1,97) 56 (%2) 45 (%0,61)

) MMS-2 540 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

BIYOM1

MBDS-2 870 8 (%0,92) 8 (%0,92) 5 (%0,57)

MMS-1—-MMS-2 390 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
MBDS-1—MBDS-2 1800 11 (%0,61) 11 (%0,61) 10 (%0,55)
> Toplam 6900 79 (%1,15) 80 (%1,16) 62 (%0,90)

4.1.2. BIlYOM2 Genotipinin Ginogenesis Uyartimi

BiYOM2 genotipinden toplamda 3270 adet tomurcuk kiiltiire alinmis ve
21. giinde 990 adet tomurcuk alt kiiltiire alinmistir. MMS-1 besi yerinde 300 adet
tomurcuktan ginogenesis uyartimina cevap alinamamistir. MBDS-1 besi yerinde
510 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina iki (%0,39) adet tomurcuk cevap
vermistir. iki adet tomurcuktan ii¢ (%0,59) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir.
Bu ginogenik bitkiciklerin iki (%0,39) tanesi ginogenik bitkiye dontigmiistiir.
MMS-2 besi yerinde 570 adet tomurcuktan ginogenesis uyarttmina cevap
almamamistir. MBDS-2 besi yerinde 900 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina
cevap alinamamistir. MMS-1 besi yerinden 21. giinde MMS-2 besi yerine alt
kiiltiire alinan 450 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimma iki (%0,44) adet
tomurcuk cevap vermistir. Iki adet tomurcuktan ii¢ (%0,66) adet ginogenik bitkicik
elde edilmistir. Bu ginogenik bitkiciklerin hepsi (%0,66) ginogenik bitkiye
doniigmiistiir. MBDS-1 besi yerinden 21. giinde MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire

alinan 540 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina cevap alinamamustir.
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BiYOM2 genotipinden toplamda 3270 adet tomurcuk farkli besi yerlerine
ekilerek uyartim gozlenmistir ve bunun sonucunda BIYOM2 genotipinden
toplamda dort (%0,12) adet tomurcuk uyartimi gergekleserek altt (%0,18) adet
ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin bes (%0,15)
tanesi ginogenik bitkiye donligmiistir. MMS-1, MBDS-1, MMS-2 ve MBDS-2
besi yerlerine ekilen BITYOM2 genotipine ait 2280 adet tomurcuktan toplamda iki
(%0,08) adet tomurcuk ginogenesis uyartima cevap vermistir. iki adet tomurcuktan
ic (%0,13) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik
bitkiciklerin iki (%0,09) tanesi ginogenik bitkiye donlismiistiir. Alt kiiltiire alinan
BIYOM2 genotipine ait 990 adet tomurcuktan toplam iki (%0,20) adet tomurcuk
uyartima cevap vermistir. Iki adet tomurcuktan ii¢ (%0,30) adet ginogenik bitkicik
elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin hepsi (%0,30) ginogenik bitkiye
doniigmiistiir. BIYOM2 genotipinin ginogenesise verdigi cevap Tablo 4.4’de

gosterilmistir.

Tablo4.4. BIYOM2 genotipinin farkli besi vyerlerinde uyartim sonucunda
ginogenesis olugum oranlari.

Uyartilan Ginogenik  Ginogenik

Tomurcuk tomurcuk bitkicik bitki sayisi
Genotip Besi yeri sayisi sayisi (%) sayisi (%) (%)
MMS-1 300 0 (%0) 0 (%0) 0
MBDS-1 510 2 (%0,39) 3 (%0,59) 2 (%0,39)
. MMS-2 570 0 (%0) 0 (%0) 0
BIYOM2
MBDS-2 900 0 (%0) 0 (%0) 0
MMS-1-MMS-2 450 2 (%0,44) 3 (%0,66) 3 (%0,66)
MBDS-1—MBDS-2 540 0 (%0) 0 (%0) 0
> Toplam 3270 4 (%0,12) 6 (%0,18) 5 (%0,15)

4.1.3. BIYOMS3 Genotipinin Ginogenesis Uyartim
BIYOM3 genotipinden toplamda 3090 adet tomurcuk kiiltiire alinmis ve
21. giinde 1050 adet tomurcuk alt kiiltiire alinmistir. MMS-1 besi yerinde 420 adet
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tomurcuktan ginogenesis uyartimina bir (%0,24) adet tomurcuk cevap vermistir.
Bir adet tomurcuktan bir adet (%0,24) ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu
ginogenik bitkicik (%0,24) ginogenik bitkiye doniigmiistiir. MBDS-1 besi yerinde
750 adet tomurcuktan ginogenesise iki (%0,27) adet tomurcuk cevap vermistir. Iki
adet tomurcuktan iki (%0,27) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu ginogenik
bitkiciklerin bir (%0,13) tanesi ginogenik bitkiye doniigmiistir. MMS-2 besi
yerinde 480 adet tomurcuktan ginogenesise cevap alinamamistir. MBDS-2 besi
yerinde 390 adet tomurcuktan ginogenesise cevap alinamamistir. MMS-1 besi
yerinden 21. giinde MMS-2 besi yerine alt kiiltiire alman 210 adet tomurcuktan
ginogenesis uyartimina cevap alinamamistir. MBDS-1 besi yerinden 21. giinde
MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire alinan 840 adet tomurcuktan ginogenesis
uyartimina bes (%0,60) adet tomurcuk cevap vermistir. Bes adet tomurcuktan bes
(%0,60) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu ginogenik bitkiciklerden iki
(%0,24) tanesi ginogenik bitkiye doniismiistiir.

BiYOM3 genotipinden toplamda 3090 adet tomurcuk farkli besi yerlerine
ekilerek uyartim gozlenmistir. Bunun sonucunda BiYOM3 genotipinden toplamda
sekiz (%0,26) adet tomurcuk uyartimi gergekleserek sekiz (%0,26) adet ginogenik
bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin dort (%0,13) tanesi
ginogenik bitkiye doniismiistir. MMS-1, MBDS-1, MMS-2 ve MBDS-2 besi
yerlerine ekilen BIYOM2 genotipine ait 2040 adet tomurcuktan toplamda ii¢
(%0,14) adet tomurcuk ginogenesis uyartima cevap vermistir. U¢ adet tomurcuktan
¢ (%0,14) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik
bitkiciklerin iki (%0,10) tanesi ginogenik bitkiye donlismiistiir. Alt kiiltiire alinan
BiYOM3 genotipine ait 1050 adet tomurcuktan toplam bes (%0,48) adet tomurcuk
uyartima cevap vermistir. Bes adet tomurcuktan bes (%0,48) adet ginogenik
bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin iki (%0,19) tanesi
ginogenik bitkiye doniismiistir. BIYOM3 genotipinin farkli besi yerlerinde

uyartim sonucunda ginogenesis olusum oranlar1 Tablo 4.5’de gosterilmistir.
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Tablo4.5. BIYOM3 genotipinin farkh besi yerlerinde uyartim sonucunda
ginogenesis olugum oranlari.
Uyartilan Ginogenik  Ginogenik

Tomurcuk tomurcuk bitkicik bitki

Genotip Besi yeri sayisl sayisi (%) sayisi (%) sayisi (%)
MMS-1 420 1 (%0,24) 1 (%0,24) 1 (%0,24)
MBDS-1 750 2 (%0,27) 2 (%0,27) 1(%0,13)

) MMS-2 480 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

BIYOM3

MBDS-2 390 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

MMS-1-MMS-2 210 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
MBDS-1—MBDS-2 840 5 (%0,60) 5 (%0,60) 2 (%0,24)

> Toplam 3090 8 (%0,26) 8 (%0,26) 4 (%0,13)

4.1.4. Yalova 12 Genotipinin Ginogenesis Uyartim

Yalova 12 genotipinden toplamda 8580 adet tomurcuk kiiltiire alinmis ve
21. giinde 2670 adet tomurcuk alt kiiltiire alinmigtir. MMS-1 besi yerinde 1680
adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina iki (%0,12) adet tomurcuk cevap
vermistir. iki adet tomurcuktan iki (%0,12) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir.
Bu ginogenik bitkiciklerin hepsi (%0,12) ginogenik bitkiye donligmiistiir. MBDS-1
besi yerinde 3510 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina 25 (%0,71) adet
tomurcuk cevap vermistir. 25 adet tomurcuktan 25 (%0,71) adet ginogenik bitkicik
elde edilmistir. Bu ginogenik bitkiciklerin 20 (%0,57) tanesi ginogenik bitkiye
donlismiigtiir. MMS-2 besi yerinde 300 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina
cevap alinamamustir. MBDS-2 besi yerinde 420 adet tomurcuktan ginogenesis
uyartimina cevap alimamamistir. MMS-1 besi yerinden 21. giinde MMS-2 besi
yerine alt kiiltiire alinan 840 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina bir (%0,12)
adet tomurcuk cevap vermistir. Bir adet tomurcuktan bir (%0,12) adet ginogenik
bitkicik elde edilmistir. Bu bitkicik (%0,12) ginogenik bitkiye doniligmiistiir.
MBDS-1 besi yerinden 21. giinde MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire alinan 1830 adet

tomurcuktan ginogenesis uyartimina yedi (%0,38) adet tomurcuk cevap vermistir.
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Yedi adet tomurcuktan yedi (%0,38) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu
ginogenik bitkiciklerin alt1 (%0,33) tanesi ginogenik bitkiye doniismiistiir.

Yalova 12 genotipinden toplamda 8580 adet tomurcuk farkli besi yerlerine
ekilerek uyartim goézlenmistir ve bunun sonucunda Yalova 12 genotipinden
toplamda 35 (%0,40) adet tomurcuk uyartimi gergekleserek 35 (%0,40) adet
ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin 29 (%0,34)
tanesi ginogenik bitkiye doniigmiistiir. MMS-1, MBDS-1, MMS-2 ve MBDS-2
besi yerlerine ekilen Yalova 12 genotipine ait 5910 adet tomurcuktan toplamda 27
(%0,46) adet tomurcuk ginogenesis uyartima cevap vermistir. 27 adet tomurcuktan
27 (%0,46) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik
bitkiciklerin 22 (%0,32) tanesi ginogenik bitkiye donligmiistiir. Alt kiiltiire alinan
Yalova 12 genotipine ait 2670 adet tomurcuktan toplam sekiz (%0,30) adet
tomurcuk uyartima cevap vermistir. Sekiz adet tomurcuktan sekiz (%0,30) adet
ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin yedi (%0,26)
tanesi ginogenik bitkiye doniismiistlir. Yalova 12 genotipinin farkli besi yerlerinde

uyartim sonucunda ginogenesise verdigi cevap Tablo 4.6’da gdsterilmistir.

Tablo4.6. Yalova 12 Genotipinin farkli besi yerlerinde uyartim sonucunda

ginogenesis olugum oranlari.
Uyartilan Ginogenik  Ginogenik

Tomurcuk  tomurcuk bitkicik bitki
Genotip Besi yeri sayisl sayisi (%) sayisi (%)  sayisi (%)
MMS-1 1680 2 (%0,12) 2 (%0,12) 2 (%0,12)
MBDS-1 3510 25(%0,71)  25(%0,71) 20 (%0,57)

MMS-2 300 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Yalova 12

MBDS-2 420 0 (%0) 0 (%0) 0 (%)
MMS-1—-MMS-2 840 1(%0,12) 1(%0,12) 1(%0,12)
MBDS-1—-MBDS-2 1830 7 (%0,38) 7 (%0.38) 6 (%0,33)
> Toplam 8580 35 (%0,40)  35(%0,40) 29 (%0,34)
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4.1.5. DELFOS Genotipinin Ginogenesis Uyartimi

DELFOS genotipinden toplamda 7170 adet tomurcuk kiiltiire alinmis ve
21. giinde 2730 adet tomurcuk alt kiiltiire alinmigtir. MMS-1 besi yerinde 1380
adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina 10 (%0,72) adet tomurcuk cevap
vermistir. 10 adet tomurcuktan 11 (%0,80) adet ginogenik bitkicik elde edilmisgtir.
Bu ginogenik bitkiciklerin ii¢ (%0,22) tanesi ginogenik bitkiye donligmiistiir.
MBDS-1 besi yerinde 2520 adet tomurcuktan ginogenesis uyartimina 13 (%0,52)
adet tomurcuk cevap vermistir. 13 adet tomurcuktan 13 (%0,52) adet ginogenik
bitkicik elde edilmistir. Bu ginogenik bitkiciklerin yedi (%0,28) tanesi ginogenik
bitkiye dontigmiistir. MMS-2 besi yerinde 270 adet tomurcuktan ginogenesis
uyartimina cevap alimmamamistir. MBDS-2 besi yerinde 270 adet tomurcuktan
ginogenesis uyartimina cevap alinamamistir. MMS-1 besi yerinden 21. giinde
MMS-2 besi yerine alt kiiltiire alinan 690 adet tomurcuktan 10 (%1,45) adet
tomurcuk ginogenesis uyartimina cevap vermistir. 10 adet tomurcuktan 10 (%1,45)
adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu ginogenik bitkiciklerin alt1 (%0,87)
tanesi ginogenik bitkiye doniismiistiir. MBDS-1 besi yerinden 21. giinde MBDS-2
besi yerine alt kiiltiire alinan 2040 adet tomurcuktan 21 (%1,03) adet tomurcuk
ginogenesis uyartimma cevap vermistir. 21 adet tomurcuktan 22 (%1,08) adet
ginogenik bitkicik elde edilmistir. Bu ginogenik bitkiciklerin 20 (%0,98) tanesi
ginogenik bitkiye donligmiistiir.

DELFOS genotipinden toplamda 7170 adet tomurcuk farkli besi yerlerine
ekilerek uyartim goézlenmistir ve bunun sonucunda DELFOS genotipinden
toplamda 54 (%0,75) adet tomurcuk uyartimi gergekleserek 56 (%0,78) adet
ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin 36 (%0,50)
tanesi ginogenik bitkiye doniigmiistiir. MMS-1, MBDS-1, MMS-2 ve MBDS-2
besi yerlerine ekilen DELFOS genotipine ait 4440 adet tomurcuktan toplamda 23
(%0,52) adet tomurcuk ginogenesis uyartima cevap vermistir. 23 adet tomurcuktan
24 (%0,54) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen ginogenik

bitkiciklerin 10 (%0,23) tanesi ginogenik bitkiye donligmiistiir. Alt kiiltiire alinan
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DELFOS genotipine ait 2730 adet tomurcuktan toplam 31 (%1,14) adet tomurcuk
uyartima cevap vermistir. 31 adet tomurcuktan 32 (%1,17) adet ginogenik bitkicik
elde edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin 26 (%0,95) tanesi ginogenik
bitkiye donlismiistir. DELFOS genotipinin farkli besi yerlerinde uyartim

sonucunda ginogenesise verdigi cevap Tablo 4.7’ de gosterilmistir.

Tablo4.7. DELFOS Genotipinin farkli besi yerlerinde uyartim sonucunda
ginogenesis olusum oranlari.
Uyartilan Ginogenik  Ginogenik
Tomurcuk tomurcuk bitkicik bitki sayisi
Genotip Besi yeri sayisl sayisi (%)  sayisi (%) (%)
MMS-1 1380 10 (%0,72) 11 (%0,80) 3 (%0,22)
MBDS-1 2520 13 (%0,52) 13 (%0,52) 7 (%0,28)
MMS-2 270 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
DELFOS
MBDS-2 270 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
MMS-1—-MMS-2 690 10 (%1,45) 10(%1,45) 6 (%0,87)
MBDS-1—MBDS-2 2040 21 (%1,03) 22 (%1,08) 20 (%0,98)
> Toplam 7170 54 (%0,75) 56 (%0,78) 36 (%0,50)

4.2. Genotiplerin Somatik Uyartim Sonuclari

Genotiplere ait tomurcuklar kiiltiire alindiktan sonra diislik oranda somatik
uyartim gergeklestigi gozlemlenmistir. Tomurcuklar kiiltiire alinmadan 6nceki
hazirlik asamasinda, tomurcuklarin ¢icek sapindan keserken sap kisminin bir
miktar tomurcuk iizerinde kalmasindan kaynakli kallus olusmaktadir. Bu dokular
iizerinden somatik uyartim gercekleserek bitkiler elde edilmistir. Sekil 4.6’da
somatik uyartima cevap veren tomurcuktan elde edilen bitkicik gosterilmistir.

BIYOM1 genotipinde MMS-1 besi yerine 510 adet tomurcuk Kkiiltiire
alinmis olup bu tomurcuklardan bir (%0,19) adet tomurcuk somatik uyartima cevap
vermistir. Bir adet tomurcuktan bir (%0,19) adet bitkicik elde edilmistir. Elde
edilen bu bitkicik somatik bitkiye doniigmiistiir. MBDS-1 besi yerine 2790 adet

tomurcuk kiiltiire alinmig olup bu tomurcuklardan iki (%0,07) adet tomurcuk

35



4. ARASTIRMA BULGULARI Semih ALAN

somatik uyartima cevap vermistir. Iki adet tomurcuktan iki (%0,07) adet bitkicik
elde edilmistir. Elde edilen bu bitkicikler somatik bitkilere doniigsmiistiir. MBDS-1
besi yerinden 21 giin sonra MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire alinan 1800 adet
tomurcuktan bir (%0,05) adet tomurcuk somatik uyartima cevap vermistir. Bir adet
tomurcuktan bir (%0,05) adet bitkicik elde edilmistir. Elde edilen bu bitkicik
somatik bitkiye doniismiistir. BIYOM2 genotipinden toplamda 3270 adet
tomurcuk kiiltiire alinmustir fakat somatik uyartima bu genotipten hi¢ cevap
almamamistir. BIYOM3 genotipinden MBDS-1 besi yerinden 21 giin sonra
MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire aliman 840 adet tomurcuktan bir (%0,12) adet
tomurcuk somatik uyartima cevap vermistir. Bir adet tomurcuktan bir (%0,12) adet
somatik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen bu bitkicik somatik bitkiye
donlismiistiir.

YALOVA 12 genotipinden MBDS-1 besi yerinden 21 giin sonra MBDS-2
besi yerine alt kiiltire alinan 1830 adet tomurcuktan dort (%0,22) adet tomurcuk
somatik uyartima cevap vermistir. Dort adet tomurcuktan dort (%0,22) adet
somatik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen bitkicikler somatik bitkilere
donlismiistiir.

DELFOS genotipinde MMS-1 besi yerinde 1380 adet tomurcuktan bir
(%0,07) adet tomurcuk somatik uyartima cevap vermistir. Bir adet tomurcuktan bir
(%0,07) adet somatik bitkicik elde edilmistir. Elde edilen bu bitkicik somatik
bitkiye doniligsmiistiir. Genotiplere ait somatik uyartima alinan cevaplar Tablo
4.8’de gosterilmigtir.

Bu galismada uyartim sonucunda toplamda 28710 adet tomurcuktan 18
(%0,06) adet tomurcuk somatik olarak uyartilmistir. Bu tomurcuklardan 18

(%0,06) adet bitki elde edilmistir.
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Tablo4.8. Genotiplerin farkl besi yerlerinde somatik uyartim olusum oranlari.

Somatik
Uyartilan Somatik bitki
Tomurcuk tomurcuk bitkicik sayisl
Genotip Besi yeri sayisl sayisi (%) sayisl (%) (%)
MMS-1 510 1 (%0,19) 1(%0,19) 1 (%0,19)
BiYOM1 MBDS-1 2790 2 (%0,07) 2(%0,07) 2 (%0,07)
MBDS-1—-MBDS-2 1800 1 (%0,05) 1 (%0,05) 1(%0,05)
BiYOM2 - 3270 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
BiYOM3 MBDS-1—-MBDS-2 840 1(%0,12) 1(%0,12) 1 (%0,12)
YALOVA 12 MBDS-1—MBDS-2 1830 4 (%0,22) 4 (%0,22) 4 (%0,22)
DELFOS MMS-1 1380 1(%0,07) 1(%0,07) 1 (%0,07)
MMS-1—-MMS-2 690 3 (%0,43) 3(%0,43)  3(%0,43)
MBDS-1—-MBDS-2 2040 5 (%0,24) 5(%0,24) 5 (%0,24)
Y Calismadaki toplam tomurcuk 28710 18 (%0,06) 18 (%0,06) 18 (%0,06)

Sekil4.6. DELFOS genotipinin MBDS-1/MBDS-2 besi yerinde Somatik uyartimi.
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4.3. Genotiplerin Ploidi Seviyelerinin Tespit Edilmesi

Bu caligmada genotiplerin ploidi seviyeleri flow sitometri analizi ile hizli
ve giivenilir sekilde tespit edilmistir. Kontrol olarak tohumdan iiretilen Diploid
sogan bitkisinin niikleer DNA miktar1 ~32 pg/DNA olarak tespit edilmistir. Analizi
yapilan ginogenik bitkilerden haploid olanlar1 ~16 pg/DNA olarak tespit edilmistir.

4.4. Ginogenik Bitkilerin Ploidi Seviyelerinin Belirlenmesi

Bu calismada uyartim sonucu tomurcuklardan elde edilen ginogenik
bitkicikler ginogenik bitkiye belli oranlarda doniismiistiir. Olusan kayiplar
bitkilerin 6lmesi, kontaminasyon veya Ornegin cihazda okunamamasi sonucu
olmustur. Genotiplere ait bitkilerden Ornekler alinarak analiz edilmistir. Bu
analizler sonucunda haploid, diploid ve mixoploid bitkiler tespit edilmistir. Amaca
uygun sekilde disi gamet hiicresinin uyartimiyla olusan embriyodan elde edilen
bitkiler haploid olarak flow sitometri aleti ile tespit edilmistir. Bunun yaninda
ginogenik olarak gozlemlenen bitkiciklerden diploid seviyede kromozoma sahip
olanlar, disi gamet hiicresinin spontan katlanmasiyla olusmus olabilir ya da disi
gamet hiicresinin bulundugu yerdeki 2n kromozoma sahip dokulardan olusmus
olabilir. Mixoploidi, bir diploid ve bir poliploid olan iki hiicre hattinin aym
organizma igerisinde bir arada bulundugu durumdur.

BiYOMI genotipinden elde edilen ginogenik bitkilerden alinan &rnekler
flow sitometri aleti ile test edilmistir. Analizi yapilan 28 6rnekten alti (%21,4)
tanesi mixoploid (n+2n), bes (%17,8) tanesi diploid (2n), 17 (%60,7) tanesi haploid
(n) olarak tespit edilmistir. BIYOM?2 genotipinden elde edilen alt1 adet ginogenik
bitkiciklerden iki tanesi analiz edilmistir. Alman ornekler flow sitometri aleti ile
test edilmistir. Analizi yapilan iki 6rnegin ikisi de diploid (2n) olarak tespit
edilmistir. BITYOM3 genotipinden elde edilen sekiz adet ginogenik bitkicikten

analiz i¢in 6rnek alinamamustir.
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YALOVA 12 genotipinden elde edilen ginogenik bitkilerden alinan
ornekler flow sitometri aleti ile test edilmistir. Analizi yapilan 13 6rnekten bir
(%7,7) tanesi mixoploid (n+2n), dort (%30,7) tanesi diploid (2n), sekiz (%61,5)
tanesi haploid (n) olarak tespit edilmistir.

DELFOS genotipinden elde edilen ginogenik bitkilerden alinan 6rnekler
flow sitometri aleti ile test edilmistir. Analizi yapilan 33 6rnekten ii¢ (%9) tanesi
mixoploid (n+2n), yedi (%21,2) tanesi diploid (2n), 23 (%69,7) tanesi haploid (n)
olarak tespit edilmistir.

Tim genotiplerle yapilan bu c¢alismada toplamda 76 adet 6rnek analiz
edilmistir. Analiz edilen bu 6rneklerin 10 (%13,1) tanesi mixoploid (n+2n) olarak
tespit edilmistir. Orneklerin 18 (%23,7) tanesi diploid (2n) olarak tespit edilmistir.
Uyartim sonucunda amaca uygun 48 (%63,1) tanesi haploid (n) olarak tespit
edilmistir. Haploid bitki orani genotiplerde birbirine yakin oranda 9%60-70
araliginda olusmustur. BIYOM2 ve BIYOM3 genotiplerinin uyartima verdikleri
cevap ¢ok diisiik oranda olmustur. BITYOM3 genotipinden hi¢ 6rnek alinamamustir.
Tablo 4.9’da ginogenik bitkilerden alinan &rneklerin ploidi seviyeleri

gosterilmistir.
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Tablo4.9. Ginogenik bitkilerden alinan 6rneklerin ploidi seviyeleri.

Test edilen
Genotip bitki sayisi n (%) 2n (%) n+2n (%)
BiYOM1 28 17 (%60,7) 5(%17,8) 6 (%21,4)
BiYOM2 2 0 (%0) 2 (%100) 0 (%0)
BiYOM3 0 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
YALOVA 12 13 8 (%61,5) 4 (%30,7) 1(%7,7)
DELFOS 33 23 (%69,7) 7 (%21,2) 3 (%9)
> Toplam 76 48 (%63,1) 18 (%23,7) 10(%13,1)

4.5. Somatik Bitkilerin Ploidi Seviyelerinin Belirlenmesi

Bu calismada uyartim sonucu tomurcuklardan elde edilen somatik bitkiler
flow sitometri aleti ile analiz edilmistir. Tomurcuklar kiiltiire alinmadan 6nceki
hazirlik agamasinda tomurcuklarin ¢igek sapindan kesilirken sap kisminin bir
miktar tomurcuk iizerinde kalmasindan kaynakli kallus olugsmustur. Bu dokular
tizerinden somatik uyartim gergekleserek bitkiler elde edilmistir. Toplamda 28710
adet tomurcuktan somatik uyartimla elde edilen 18 bitki analiz edilmistir.
Bitkilerden alinan 6rneklerin tamaminin ploidi seviyeleri diploid (2n) olarak tespit

edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada ii¢ adet Tiirk sogan genotipi ve iki adet standart sogan
genotipinin ginogenesis uyartimma verdikleri cevaplar goézlemlenmistir. Elde
edilen sonuglar, bu yoéntemin sogan (Allium cepa L.) bitkisinin ginogenesis
uyartimina cevap verdigini gostermistir. Genotiplerin farkli oranlarda uyartima
cevap vermeleri genotip etkisinin oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle
ginogenesise cevap verme orani yiikksek olan genotiplerle 1slah programini
yonlendirmek gerekmektedir. MS ve BDS temelli besi yerleri kullanilarak 5 farkli
sogan genotipine ait ginogenesis uyartimi yapilan tomurcuklardan 185 (%0,68)
adet ginogenik bitkicik tespit edilmistir. Literatiirdeki diger c¢alismalarda
ginogenesis uygulamalar1 benzer sonuglar vermistir (Campion ve ark 1992;
Bohanec ve ark 1995; Jakse ve ark 1996; Geoftriau ve ark 1997; Puddephat ve ark
1999; Alan ve ark 2003;2004). Bu ve buna benzer ¢alismalar sogan (Allium cepa
L.) bitkisinde ginogenesis yontemiyle haploid bitki elde edilebilecegini
gostermigtir.

Calismada yer alan sogan (Allium cepa L.) genotipleri icerisinde
ginogenesis uyartimina farkli besi yerlerinden toplamda en yiiksek tomurcuk
cevabini veren genotip %1,15 oranla BIYOM1 genotipi olmustur. Bununla birlikte
ginogenesis uyartiminda farkli besi yerlerinden toplamda en yiiksek bitki oran
%0,90 oranla BIYOM1 genotipinden elde edilmistir. BITYOMI genotipinden sonra
sirastyla en yiiksek ginogenik bitki oran1 %0,50 ile DELFOS, %0,34 ile YALOVA
12, %0,15 ile BIYOM2 ve %0,13 ile BIYOM3 genotiplerinden saglanmustir.
Yapilan ¢alismada biitiin genotiplerden toplamda 29010 adet tomurcuk kiiltiire
almmis ve bu tomurcuklarin %0,62’si ginogenesis uyartimina cevap vermistir ve
ginogenik bitkicik oram1 %0,68 olarak tespit edilmistir. Calismada tiim
genotiplerden ve farkli besi yerlerinden toplamda %0,47 oraninda ginogenik bitki
elde edilmistir. Elde edilen sonuglar sogan (Allium cepa L.) bitkisinin literatiirdeki

diger calismalarda elde edilen sonuclarla benzerlik gdstermistir. (Campion ve ark
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1992; Bohanec ve ark 1995; Jakse ve ark 1996; Geoffriau ve ark 1997; Puddephat
ve ark 1999; Alan ve ark 2003;2004). Diisiik ginogenesis uyartim oraninin nedeni
olarak ¢aligmada kullanilan sogan (Allium cepa L.) genotiplerinin genetik
ozelliklerinden kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilebilir. Literatiirde yapilan
caligmalarda %118,3 oran ile en yilksek ginogenik bitki oranit Javornik ve
arkadaslarinin (1998) G126 genotipi ile 2 mg/l BAP, 2 mg/1 2,4-D ve 100 g/1 Seker
igceren BDS besi yerinde elde edilmistir. Literatiirdeki diger caligmalarda genellikle
%0 ile %3 degerleri arasinda ginogenik bitki elde edilmistir (Bohanec ve Jakse,
1999, Geoffriau ve ark, 1997). Alan ve ark (2004) tarafindan yapilan ¢alismada
%16,4 ginogenik bitki oram1 elde edilmistir. Genel anlamda ginogenesis
uyartiminda genotip etkisinden dolayr farkli cevaplar alindigindan 1slah
programlarinda ginogenesis uyartim orani yiiksek olan genotiplerin kullanilmasi
daha faydali olacaktir.

Bu c¢aligmada modifiye edilmis BDS ve MS besi yerleri kullanilmistir.
BDS ve MS temelli besi yerlerine 2 mg/l BAP. 2 mg/l 2,4-D ve 100 g/l Seker
eklenerek uyartim gerceklestirilmistir. Tomurcuklar kiiltiire alma isleminden 21
giin sonra 30 g/l seker iceren hormonsuz besi ortamina alt kiiltiire alinmigtir.
Yapilan gozlemlerde alt kiiltiire alman tomurcuklardan elde edilen ginogenik
bitkilerin daha saglikli ve gii¢lii olusup gelistigi gézlemlenmistir. Bunun sebebi alt
kiiltiirle bitkiciklerin yiiksek seker ve hormon etkisinden kurtulmasidir. Caligmada
besi yerleri arasinda %0,98’lik oranla en yiiksek ginogenik bitki DELFOS
genotipinin MBDS-1 besi yerinden MBDS-2 besi yerine alt kiiltiire alinmasiyla
elde edilmistir. Bu sonuglara bakildiginda BDS temelli 2 mg/l BAP, 2 mg/1 2,4-D
ve 100 g/l seker igeren besi yerinin diger ¢alismalarda da gosterdigi gibi sogan
(Allium cepa L.) bitkisinde etkili sekilde ginogenesis uyartimi yapildigini teyit
edilmistir. Bu besi yerine ekilen tomurcuklarin 21 giin sonra alt kiiltiire alinmast
daha saglikli ve giiclii ginogenik bitkicikler elde edilmesine ve ginogenik bitki

oraninin arttirilmasina neden olmaktadir.
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Ginogenesis uyartimina cevap veren tomurcuklardan elde edilen bitkiler
ornek almacak boyuta ulagtiginda flow sitometri analizi yapilmistir. Analizler
sonucunda haploid (n), diploid (2n) ve mixoploid (n+2n) kromozom seviyesinde
bitkiler tespit edilmistir. Analizi yapilan genotiplerden en yiiksek haploid bitki
eldesi %69,7 DELFOS genotipinde tespit edilmisti. BIYOMI1 genotipi icin
haploid bitki oram1 %60,7, iken YALOVA 12 genotipi i¢in haploid bitki orani
%61,5 olarak tespit edilmistir. Flow sitometri ile analiz edilen toplamda 76 6rnegin
%63,1°1 haploid (n) olarak saptanmistir. Analizi yapilan 6rneklerin %21°i diploid
(2n) ve %13,1’i ise mixoploid (n+2n) olarak tespit edilmistir. Soganda (Allium
cepa L.) cok az oranda spontan katlanmanin oldugu bilinmektedir (Campion ve ark
1995, Geoffriau ve ark 1997, Jakse ve ark 2002, Grzebelus ve Adamus 2004, Alan
ve ark 2007). Ginogenik olarak gdzlemlenen bitkiciklerden analiz sonucu diploid
olarak belirlenen bitkiler, disi gamet hiicresinin spontan katlanmasiyla olusmus
olabilir ya da disi gamet hiicresinin bulundugu yerdeki diploid kromozoma sahip
dokulardan olugmus olabilir. Mixoploid olarak tespit edilenler ise bir haploid ve bir
diploid olan iki hiicre hattinin ayni genotip igerisinde bir arada bulundugu
durumdur. Calisma sonucunda haploid olarak tespit edilen bitkilerde mayoz
boliinme gerceklesemedigi icin gamet hiicreleri olusmamaktadir. Bu yiizden
haploid bitkilerin uyartim yoluyla katlanarak dihaploid bitkilere getirilmesi
gerekmektedir. Spontan katlanma olusumu ise kromozom katlama iglemine gerek
duyulmadan dihaploid bitki elde edilmesini saglamaktadir. Spontan katlanma
molekiiler diizeyde tespit edilebilir (Alan ve ark, 2007). Ticari anlamda spontan
katlanma faydali olmaktadir. Bu sayede kromozom katlama islemi igin ekstra
maliyet ve zamana ihtiyag duyulmamaktadir. Katlama islemi basaris1 diisiik

oldugundan dolay1 genotip kaybina da neden olmaktadir.
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