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A. ampeloprasum tiiriinde ¢i¢ek tomurcugu kiiltiirii teknigi ile farkli
sukroz konsantrasyonlarinin ginogenesis uyartimina etkileri arastirilmigtir.
Bu calismada Akdeniz, Ege ve Marmara bolgelerine adapte olmus
ozellikteki dort farkhlA. ampeloprasum hatti Pamukkale Universitesi Bitki
Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
(PAU BIYOM) yetistirilerek kullanilmistir. Tomurcuklarin ekimi icin farkls
konsantrasyonlarda sukroz ve biiyiime hormonlar1 iceren MS, BDS ve B5
temelli 35 farklt medya kullanilmustir.

Calisma da 96 binden fazla cicek tomurcugu kullanilmistir ve dort
hattan 157 adet ginogenik ve 50 adet somatik bitkicik elde edilmistir.Dort
adet genotipten, kullanilan 35 medyanin 28 adedinden % 0,10 ile % 2,54
oranlar1 arasinda cevap alinmistir. A. ampeloprasumhatti i¢in ginogenesis
denemelerinde en iyi ginogenik bitkicik olusumu BDS temelli medyalardan
bliyiime ve gelisme hormonu bulundurmayan ve 100 gr/l sukroz igeren
medyada (Ado0)) % 2,54 oraninda, en iyi somatik bitkicik olusumu ise MS
temelli medyalardan 1 mg/l NAA, 8 mg/l 2IP ve 100 gr/l sukroz igeren
medyada (F9) % 1,30 oranindaoldugu kaydedilmistir. Genel olarak cevap
alinan medyalarin 25 gr/l ve tizerinde sukroz igerdikleri gozlemlenmistir.

Elde edilen bitkilerden 131 adet ginogenik ve 43 adet somatik bitki
flow sitometri cihazi ile analiz edilmistir. Ginogenik bitkilerin 84(% 64,12)
adedinin diploid (30 £1 pg/2C DNA), 46 (% 35,11) adedinin tetraploid (60
+1 pg/2C DNA) ve bir(% 0,76) adedinin ise miksoploid (2x+4x) oldugu
tespit edilmistir. Somatik bitkilerin bir adedi hari¢ tamaminin tetraploid
oldugu kaydedilmistir.

Flow sitometri analizleri yapilan bitkiler 6nce biiylime kabininde dis
ortama alistirildi, daha sonra sera da biiyiitiilerek morfolojik ozelliklerine
bakildi. Olgiimleri yapilan ginogenik bitkilere bakildiginda; diploid ploidi
seviyesine sahip bitkiler tetraploid olan bitkilere oranla daha kiiciik yapida
olduklar1  goriilmiistiir.Bu ¢alismanin  sonuclari, genetik ve 1slah
caligmalarinda  kullanilmak {izere ginogenik ve somatik Dbitkilerin
iiretilebilecegini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Allium ampeloprasum L.,Ginogenesis, Sukroz
Konsantrasyonu



ABSTRACT

STUDYING THE EFFECTS OF DIFFERENT SUCROSE
CONCENTRATION SON GYNOGENESIS INDUCTION IN LEEK
(ALLIUMAMPELOPRASUM L))

MSC THESIS
SELDA AKGUN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF.DR. FEVZIYE CELEBI TOPRAK)

DENIZLI, 2018

The effect of a variety of sucrose concentrations ongynogenesis
inductionin  A. ampeloprasumvia flower bud culture technique was
studied.Four A. ampeloprasum lines adapted to Mediterranean, Aegean and
Marmara regions were grown in Pamukkale University Plant Genetics and
Agricultural Biotechnology Application and Research Center (PAU
BIYOM) and used in this study. MS, BDS, B5 based 35 media containing
different concentrations of sucrose and plant growth regulators were used in
these flower bud cultures.

In this study, more than 96 thousandsflower buds were cultured. 157
gynogenic and 50 somatic plantlets were obtained by using these four lines.
28 of 35 media that flower buds were cultured gave a response to
gynogenesis induction from 0,10 %to 2,54 % ratio for all four genotypes.
The best gynogenic and somatic plantlet regeneration in A. ampeloprasum
were gained via BDS-based medium containing 100 gr/L sucrose and no
plant growth regulator (A4o0) with 2,54 % ratio and MS-based medium
containing 100 gr/L sucrose and 1 mg/L NAA, 8 mg/L 2IP(F9) with 1,30%
ratio, respectively. In general, it was observed that most of responsive media
contained more than 25 gr/L sucrose.

DNA content of 131 gynogenic and 43 somatic plants were analyzed
by using flow cytometer. 84(% 64,12), 46(% 35,11) and 1(% 0,76) of tested
gynogenic plants were determined as diploid (30 +1 pg/2C DNA), tetraploid
(60 £1 pg/2C DNA) and mixoploid (2x+4x), respectively. All somatic plants
were founded as tetraploid except one plant.

All plants were acclimated in growth chamber after flow cytometer
analysis. After acclimation process in the growth chamber, these plants were
transferred into greenhouse to observe their morphological characteristics.
Length measurements of these plants showed that diploid gynogenic plants
were shorter and thinner compared to tetraploid ones. The results of this
study have shown that ginogenic and somatic plants can be produced to use
in genetic and breeding studies.

KEYWORDS: Allium ampeloprasum, Gynogenesis, Sugar Concentration
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1. GIRIS

Bitki 1slahi, ekonomik ac¢idan oldukga biiyiik bir 6neme sahip olan bitkilerin
genetik ve sitogenetik alanlarindan faydalanilarak tiir, ¢esit, cins ve genetik yapilarin,
giizel tath, goriinimi giizel, yiiksek verim ve uzun raf omrii gibi tiiketici ve
yetistiricinin istegine gore planli olarak farklilastirilmasi ve gelistirilmesine bitki

1slah1 ad1 verilmektedir.

Cogu 1slahat¢inin ilk amaci verimi daha da arttirmaktir. Yiiksek verim
saglamak i¢in hastaliklara dayanmiklilik gosteren tiirlerin gelistirilmesi ve ayni
zamanda fizyolojik Ozelliklerden kaynaklanan yiliksek verimli olan gesitler elde
etmek ile miimkiin olur. Bitki 1slahinin en ¢ok faydasi, yeni olusacak olan tarimsal
alanlara uyum saglayan tiirlerin gelistirilmesidir.Tiirlerin vejetasyon periyodunu
ayarlayarak mevcut olan biliylime mevsimine uyum saglayabilecek olan tiirler
geligtirmektir. Bitki 1slahinin bir diger yarari ise, bitkilerin agronomik &zelliklerini
geligtirmektir. Islah terimi, tarim kadar eski yillara dayanir. Ciftciler her donemde en
iyi ve verimli bitkileri se¢erek tohumlarini aldilar ve bitkileri dig ortama uyumlu bir
duruma getirdiler. Bitki 1slahinin bilimsel olarak temelleri 19. yilizyilin baslarinda
doga bilimcisi olan Charles Darwin ve Gregor Mendel tarafindan atilmistir. Charles
Darwin dogal seleksiyon teorisi ile evrim siirecine agiklik getirmistir ve bu siirecte en
giclii olanin hayatin1 siirdiirme ilkesi kabul gormiistiir. Mendel ise Darwin in
teorisine katki saglayarak, ¢igeklerin renginin yalnizca doga ve havadan
kaynaklanmadigini bu olay1 yalnizca bitkinin kendi 6zelliklerinin yapabilecegini fark
etmistir. Glinlimiizde ticari bitki 1slah1 teknolojinin gelismis sekline doniismiis olsa
bile ana fikir hala seleksiyon ve melezlemedir. Bitkilerin daha verimli ve kaliteli hale
getirilmesi bitki 1slah1 yontemiyle gerceklestirildigi i¢in son zamanlarda 1slaha
verilen 6nem daha da artmustir. Bitki 1slahinda klasik metod ve modern metod olarak
iki degisik yontem kullanilir. Klasik 1slah metodlarinin uzun siirmesi, tiim tiirler i¢in
uygulanmasinin zor olmasi ve ¢ok maliyetli oldugu i¢in uygulayicilar farkli metod
arayisina girmiglerdir. Klasik 1slah uygulamasinin getirdigi zorluklar1 asmak i¢in
protoplast fiizyonu, mutasyon 1slahi, transformasyon ve haploidizasyon teknikleri

gibi biyoteknolojik yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Bu modern tekniklerin



amaci; Uretim kapasitesini yiikselterek hasta olmayan saglam bitkiler yetistirip verim
ve kaliteyi artirmaktir. Ayrica bir diger amaci bitki gelisimi igin en ideal sartlari
saglamaktir. Bitki 1slahinda en iyi basar1 boceklere ve hastaliklara karsi dayanikli

tiirler elde edilerek gerceklestirilmistir.

Allium® larm iki yillik olmasi, acik tozlanmasi ve kendilenme sorunu
oldugundan dolay1 tam bir saflik elde edilememistir. Bu sikintilar yiliziinden klasik
1slah teknikleri ile ¢alismalarda fazla ilerleyemeyen 1slahg¢ilar modern 1slah
tekniklerine yonelmislerdir. Modern 1slah yontemleri daha kisa siirede, daha az
maliyetle ve tiirler arasindaki uyum sorununu ortadan kaldirarak hedefimizi
gerceklestirme imkani saglamaktadir. Biyoteknolojik uygulamalar kapsayan modern

1slah metodlari ile Allium’larda karsilasilan sikintilar asilabilmektedir.

1.1 Allium Tiirleri

Allium cinsi, Alliaceae familyas1 iginde soganli bitki gurubunda yer alir ve
800 den cok tiirli icinde bulunduran bir cinstir. (Fritsch ve dig, 2010). Baz tiirleri
Orta Amerika'da ve Giliney Yarimkiire'de (Gliney Afrika)bulunmaktadir fakat tiir
bakimindan zengin olan yeri, Tirkiye'nin de yer aldigi Akdeniz'den Orta Asya ve
Pakistan'a kadar olan bolgedir (Fritsch ve Friesen, 2002). Tiirkiye’de dogal yetisen
Allium tiirleri lizerine ilk olarak toplu bilgi Boissier (1882) tarafindan verilmistir ve
aragtirmaci "Flora Orientalis" isimli bes ciltten olusan eserinde Tiirkiye'de 63 Allium
tiirliniin yetisgtigini bildirmistir.Pek ¢ogu yenilebilir tiir olarak bilinmektedir. Allium
cinsi, diinyada ¢ok fazla yetistirilip kullanilan tibbi 6zelliklere sahip ekonomik olarak
da 6nemli A. cepa L. (sogan), A. sativum L. (sarimsak), A. porrum L. (pirasa), A.
fistiilosum L gibi tiirleri i¢ginde bulundurur. Bazi Allium tiirleri gida amaglh sebze
olarak {iretilip tiiketilmesinin yaninda, giizel ¢igekleri sebebi ile siis bitkisi gibi
amaglarla da kullanilmaktadir. Bas ve kokler toprak igerisinde bulunmakta iken
brakteleri, ¢igekleri, stamenleri ve yapraklari toprak iizerinde bulunur. Meyve kapsiil
seklinde goriilmektedir. Ovaryum {i¢ bolmeli olup, genelde her biri 2-3

ovulbulundururlar.



A. ampeloprasum iki yillik otsu 6zellikte bir sebze tiiriidiir. A. ampeloprasum
bitkisinin iretimi uzun yillar Oncesine dayanmaktadir.A. ampeloprasum
smiflandirmada biiyiik genoma sahip olan tiirler arasinda yer almaktadir (Labani ve
Elkington, 1987; Aramuganathan ve Earle, 1991). A. ampeloprasum ‘un ticari olan
cesitleri gogunlukla tetraploid olarak bilinmektedir. (2n = 4x = 32) (Van der meer ve
Hanelt, 1990).

1.2 Allium ampeloprasum Genel Morfolojik Ozellikleri

A. ampeloprasum iki yillik bitkidir ve ikinci yilinda ¢igeklenme meydana
gelmektedir. A. ampeloprasum bas tiretmemektedir. Yapraklar ¢enekli 6zelliktedir.
Yapraklar ¢igek sapin1 Ortecek bigimde sekil almistir. A. ampeloprasum’un
pseudostem(yalanci govde) denilen beyaz renkli yenilebilen yalanci govdesi
bulunur.Yalanc1 govde yapraklardan olusmaktadir. Yalanci gdévdenin boyu ve
kalinlig1 tiplerine gore degiskenlik gostermektedir. Tiirk tipi pirasalarda yalanci
govde ¢ogunlukla ince ve uzun olmaktadir. Fakat Bati Avrupa gesitlerinde ise kisa ve
kalin olmaktadir.Yalanc1 govde kisa olan tiirler genel olarak kis soguklarina daha
dayaniklidirlar fakat ticari yonden beyaz kismi uzun olan tiirler daha fazla tercih

edilip yetistirilmektedirler.

A. ampeloprasum’da en fazla gelisim gosteren organlar yaprak kisimlaridir.
Yapraklar arasinda V biciminde bir a¢1 gozlenir, bu 06zellik tiir tayininde
kullanilmaktadir.Yapraklar siirekli birbirlerinin i¢ kisimlarindan ¢ikarak meydana
gelmektedir (Van der Meer ve Hanelt, 1990). En dis kisimda bulunan yapraklar ilk
olusan en yash yaprakken i¢ kisimdakiler ise en gen¢ yapraklart olusturur. Yaprak
ayast boyuna c¢izgilidir ve ortadan simetrik olarak gelisme gostermektedir. Cicek
(umbel) 1kinci yilda sapin orta kisminda semsiye seklinde dizilmis demet olarak
meydana gelmektedir. Cigek renkleri genellikle agik pembe ile koyu mor arasinda
degiskenlik gostermektedir. Cicekler ilk basta bir zar icerisinde bulunur fakat
zamanla zar patlar ve ¢icekler sap lizerinde uzayarak gelismektedir. Cigeklerin
tamami yaklasik olarak bir hafta kadar siirede agmaktadir. Tozlanma bdceklerin
araciligi ile gergeklesmektedir. A. ampeloprasum © un tohum rengi siyah, seklinin ise
burusuk bir goriintlisii vardir. 1 gr agirligindaki tohumu yaklasik olarak 350 adet

saytya tekamiil etmektedir(Kaska, 2013) Tohumlar ¢imlenme 6zelliklerini 2-3 yila
3



kadar muhafaza edebilmektedirler. Tohumlarin ¢imlenmesi 10-35 °C de, 12-15

giinliik stirede olmaktadir.

Tiirkiye A. ampeloprasum iiretimi ile 6nemli siralarda yer almaktadir. Pirasa
iiretim miktar1 yaklasik olarak yillik 208239 ton civarindadir (FAO).Asil anavatani
Dogu Akdeniz Bolgesi olarak bilinmektedir. A. ampeloprasum Tirkiye’nin her
yerinde yaygin olarak tiretimi ve tiikketimi yapilan, 6zellikle kis aylarinda tiiketilen
bir sebzedir. A. ampeloprasum iklim kosullarina fazlaca toleransi olan bir bitki
olmasi sebebi ile basarili sekilde yetistirilebilmektedir. Karasal iklim seklinin hakim
oldugu bolgelerde biiyiik oranda tiiketimi yapilmaktadir. Ayrica saglik agisindan da
biiyiilk dneme sahip olan bir sebzedir. Yilin tiim mevsimlerinde iiretimi yapilabilen
bir sebze olmas1 6zelliginden dolayi tiikketimi fazladir.

A. ampeloprasum’da klasik 1slah ¢aligmalarit uzun yillar siirmekte ve yavas
ilerlemektedir. Bunun sebebi ise iki yillik bir bitki olmasi, yabanci tozlanma
gerceklestirmesi, yliksek oranda heterozigotluk ve kendileme depresyonu
gostermesidir. A. ampeloprasum'da biyoteknolojik ¢aligmalar ilk olarak 1970'i
yillarda in vitroklonal ¢ogaltim ¢aligmalari ile yapilmistir (Kaska, 2013). 1990’11
yillarda A. ampeloprasum igin Onceden yapilan biyoteknolojik ¢aligsmalara,
ginogenesis yontemi ile yeni uygulamalar eklenmistir. Smith ve dig. (1991) A.
ampeloprasum bitkisinin ¢i¢cek tomurcugunu ginogenesis uyartimi uygulamalarinda
eksplant olarak kullanarak ilk kez bir dihaploid bitki gozlemlediklerini
belirtmislerdir.

1.3 Allium ampeloprasum ‘a Yeni Ozelliklerin Saglanmasi

1.3.1 Melezleme Islah1

Tiirlerde hibridizasyon yillardir kapsamli olarak genetik cesitlilik saglanmak
amactyla kullanilmistir ve kisa zaman igerisinde istenilen ozelliklerin
kazandirilabildigi yeni {irlinler elde edilmistir. Hastali§a kars1 direnclilik gibi farkli
Ozellikler saglanan F1 hibrid dolii ile tekrarcaprazlama yapilarak aktarilabilmektedir
(Kik, 2002).



Bitki 1slahinda tiir i¢erisinde ve farkl tiirler arasindaki melezleme, biyotik ve
abiyotik stres sartlarina kars1 direngli olan genlerin yabani olan atasal tiirlerden kiiltiir
gesitlerine transferi ve ya ticari yonden 6nemli olan bir 6zelligin bir tiirden baska bir
tiire transferi igin kullanilmaktadir (Bowley ve Taylor, 1987). Cogunlukla A. cepa, A.
sativum, A.ampeloprasum vb. tiirlerin ya kendileri ile ya dayakin akraba tiirler ile
caprazlamasigerceklestirilmektedir.Hibridizasyon ile saglanan yeni hibrid bitkiler
kullanilan dondr bitkilerin arasinda bir morfolojik 6zellik gostermekte ve sayica daha
fazla kromozoma sahip olmaktadirlar (Kaska, 2013). Genel olarak Allium tiirlerin 16
kromozom bulundurmasi hibridizasyon i¢in kolaylik ve basar1 yoniinden fayda
saglamaktadir (Nomura ve dig., 2002).

Melezleme 1slahinin yapilmasi ile bitki i1slahinda tarim yoniinden faydali
olabilecek biyotik ve abiyotik stres sartlarina direncli olan genlerin yabani tiirlerden
kiiltiiri yapilanlara transfer edilmesi veya ticari yonden 6nemli olan bir 6zelligin
tirler arasi transferi gibi ¢alismalarin olabilecegi gosterilmistir (Kaska, 2013). Bu
calismalar sayesinde istedigimiz 6zelliklere sahip 6zellikle ticari tiirler yetistirmek ve

gelistirmek miimkiin olacaktir.

1.3.2 Doku Kiiltiirii Uygulamalari

1.3.2.1 Protoplast Kiiltiirii Ve Protoplast Fiizyonu

Hiicre ¢eperi olmayan hiicreye protoplast ad1 verilmektedir. Protoplast kiiltiirii
ayrilmis olan protoplastlarin hibridizasyon teknikleriyle bitkilerin uygun medya
ortamlarinda amacina yonelik olarak kiiltiire alinmasidir. Protoplast kiiltiirii ile bir
hiicreden bir bitki yetistirmek hedeflenmektedir. Protoplastlar belirli kosullarda
canliligint devam ettirirler, boliinerek ¢ogalirlar ve sonrada tekrardan birey
olustururlar. Teorikte tim dokulardan protoplast hiicresi olusturulur. Bunlarin
hepsinden bitki olusturulmasi miimkiin degildirancak giin gectikce bu konuda
ilerlemeler olmaktadir (Ochatt ve Power, 1992).Cevresel etmenler, protoplast
hiicresinin temeli, besiyeri ¢esidi, sukroz se¢imi ve regiilatér hormonlar totipotensiye
ayrica verimli birey olusumuna etki etmektedirler (Davey ve dig., 2005).0lumlu

olarak protoplast ¢alismasini ilk defa Cocking (1960), protoplast ile bitki olusumunu



ise Takabe ve dig. (1971) gergeklestirmisler ve bu konu ile ilgili izlenecek yollarin

ana hatlarin1 belirlemislerdir.

A. ampeloprasum i¢in Schum ve dig. (1994) filizlerin yapraklarini kullanarak
in vitro ortamda protoplast kiiltiir ¢alismas1 yapmislardir ve bitkicik gorildigiini
belirtmislerdir. Protoplast kiiltiirlerinin genelde hedefi bitki yetistirilmesi ve

yenilenme siiresini kisaltarak fazla miktarda {iriin olusturmaktir.

Protoplast fiizyonu (Somatik Hibridizasyon) iki hattin
sitoplazmalariminbirlestirilmesi ile olur. Bu birlesim ile bireylerde yeni organel ve
genetik bilgi meydana getirilmis olur, ayrica ¢aprazlanmasi imkansiz olan hatlarinda
caprazlanmasi yapilmis olmaktadir. Protoplast flizyonu genotipler arasinda gen
transferine yardime1 olur. ilk protoplast fiizyon uygulamasini ve bundan sonraki
uygulamalar i¢in izlenecek yollarin belirlenmesini Carlson ve dig. (1972)
gerceklestirmistir. Bunlara ek olarak protoplastlardanhiicrede besin aligverisi, mutant
ayrimi ve hiicre klonlamasi seklindeki uygulamalarda da faydalanilabilir (Feher ve
Dudits, 1994). Protoplast flizyonu sayesinde kalitsal sekilde aktarilan (erkek kisirlik
gibi) ticari ve tarimsal yonden degerli karakterlerin aktarimina imkan saglamanmis

olur (Buiteveld ve dig., 1998).

1.3.2.2 Embriyo Kurtarma

Bitkinin tohumlarindan gelismis ya da gelismemis embriyolarin (ogulcuk)
yalitilarak uygun ve aseptik kosullarda kiiltiirliniin yapilmasidir ve ilk kez bu
yontemi Hanning 1904 yilinda gergeklestirilmistir (Kurt, 2001; Drew, 1997).
Embriyo kurtarma tekniginde ortalama bir olgunluktaki i¢inde embriyo olan tohum
temizlendikten sonra aseptik sartlarda etrafindaki dokulardan armndirilir. Eger
tohumlar biraz kati (sert) ise temizlenip belli bir siire temiz H,O igerisinde bekletilip
ayrilir. Tohumlar ufak ise de hasar vermemek icin mikroskopla iglem yaparak
embriyo arindirilmasina 6zen gosterilir. Ayrilan bu embriyolar optimumsartlarda
besiyerlerine alinarak burada ¢imlenmesi ve bitki gelisimi saglanir. Embriyo kiiltiirti

2 farkl bicimde gerceklestirilmektedir.



Birincisi olgun embriyo kiiltiirli; gelisimini tamamlamis olan tohumlardan
elde edilen embriyo kiiltiiriidiir, uygulamasi kolaydir ve olumlu sonuglar elde edilir.
Bu yontemde ¢imlenmeyi engelleyen dormansi ortadan kaldirilmis olur. Gelisim

evrelerini incelemeye de imkan tanir.

Digeri ise olgunlagmamis embriyo kiiltiirli; erken bolinme fazindaki
proembriyolarin  kiiltiiriidiir. Normal sartlar altinda gelisimi bitmemis olan
embriyolardan bitki eldesi amaciyla yapilmaktadir. Fakat ¢aprazlamalar sirasinda
embriyolarda erken 6liim olabilir. Bu ¢ok karsilagilan bir durumdur. Ancak bu
problem, rastgele bir donemde ayrilan embriyo temiz, uygun kosullarda in vitro da

kiltiire alinarak asilabilmektedir ( Pierik, 1989).

Degisik kromozom sayilarina sahip bireyler ¢aprazlanirken uyum sorunu
ortaya ¢ikmaktadir, bu uyumsuzluk embriyonun gelisimini onler ve embriyo Oliir.
Boyle sorunlar oldugunda embriyo kurtarma kiiltiirii kullanilarak hayatta kalabilen
bireyler yetistirilebilir. A.ampeloprasum tiirinde homojenitenin olusturulmasi biraz
giictlir, Yanagino ve dig. (2003) A.ampeloprasum’ da homojeniteyi saglamak igin
A.ampeloprasum ile  Asativum arasinda  bir melezleme  uygulamasi
gerceklestirmislerdir. Bu uygulama da arastirmacilar hibrit birey {irettiklerini ayrica

hibritlerin 6zelliklerini tanimladiklarini rapor etmislerdir.

Sonug olarak embriyo kurtarma yontemlerinin hedefleri; ¢imlenmesi gii¢ olan
tohumlarin ¢imlendirilmesi, genetik uygulamalarinda islah siiresinin kisaltilmasi,
hastaliktan ari bitki tiretimi, tohumla bitki olusumu zor olan tiirlerde bitki olusturma,
haploid bitki {iretimi, olgunlasmamis ve hibrit embriyolarin hayatlariin

stirdiiriilmesi olarak sayilabilir.

1.3.2.3 Kallus Ve Siispansiyon Kiiltiirii

Kallus kiiltiirti; bitkinin bir pargasmin uygun besiyerinde steril kosullarda
kallus meydana getirilmesi olarak tanimlanabilir. Kallus kiiltiiriine bitkinin
boliinebilme 6zelliginde olan hiicrelerinden baslanabilir. Degisik kosullarda yapilan
kiiltiirlerde hiicredeki kromozom sekli farklilagabilmektedir(Mukhopadhyay ve dig.,
2000) ancak genel olarak bitki hatlarinda



genetikdurumkorunmaktadir(Mukhopadhyay ve Desjardins, 1994). Uygulamalarda
faydalanilan eksplant ¢esidi, hormonlar, regiilatdrler, zaman vb. etmenler meydana

gelecek varyasyonlari etkileyebilir (D'Amato, 1985; Mukhopadhyay ve dig.,2000).

A.ampeloprasum i¢in de sekiz adet tiir kullanilarak kallus kiiltiir uygulamasi
yapilmistir (Buitevelt ve dig., 1993). Calismada {i¢ ¢esit besiyeri ve eksplant olarak
yaprak kullanilmistir. Arastirmacilar en fazla kallusun MS (1 mg/l 2,4-D ile 30 g/l

seker) ortaminda olustugunu rapor etmislerdir.

1.3.2.4 Disi Gametten Haploid Uyartin (Ginogenesis)

Bitki hiicrelerinin sahip oldugu kromozom miktari ile dahil oldugu ¢esidin
esey hiicrelerindeki kromozom miktar1 ayniysa boyle bitkilere haploid bitkiler denir
(Murovec ve Bohanec, 2012). Gametlerden faydalanilarak o ¢esidin esey hiicreleriyle
ayni kromozom miktarina sahip bireylerin olusturulmasma da haploidizasyon adi
verilmektedir. Haploidizasyonun; homozigotiye zaman tasarrufu saglamak,
kendilenmenin miimkiin olmadig: bitkiler i¢in uygun olmak, resesif mutasyonlarin
belirlenmesine katki saglamak seklinde avantajlar1 vardir (Babaoglu ve dig. , 2002).
Ginogenesis ovulun (yumurta hiicreleri) steril sartlarda besiyerinde haploid embriyo
ve bikti eldesi i¢in kullanilan kiiltiir yontemidir (Murovec ve Bohanec, 2012).
Kaynaklara goz atildiginda 1980’li yillarda ginogenesis uygulamalarinin arttig

goriilmektedir.

Dollenmis ovulun kiiltiire edilmesi sonucu haloid embriyo eldesine “ovaryum
ya da oviil kiltiir” denilmektedir (Babaoglu ve dig. , 2002). Ovaryum kiiltiirler iki
(A, B) farkli sekilde yapilabilmektedir. A; olgunlagsmayan tomurcuklarin yaklasik iki
hafta kiiltiire alinmas1 ve sonra bunlardan ovaryumu ayirarak degisik besi ortaminda
rejenere olmasini saglayarak yapilir (Jakse ve dig.,1996), B; olmamis tomurcuktan
ovaryum direk alarak kiiltiirii yapilir (Muren, 1989). Ovaryumun alim zaman
sismis olmasindan dolayr yapilan uygulamalardan ilk yontemin daha kolay oldugu
anlasilmaktadir. Ginogenesis basarisini ana bitkinin biiylime sartlar1 (6zellikle donem
sicakligr ve giinliik 151k miktar1), genetik yapisi, besiyerinin bilesimi, inkiibasyon

sartlar1 gibi faktorler etkilemektedir (Babaoglu ve dig. , 2002).



Ginogenesis de basar1 oranimi yalmizca tiirler arasi degil tiir i¢i genotip
farkliliklarin da etkiledigi calismalarda goriilmiistiir (Murovec ve Bohanec 2012,
Javornik ve dig. 1998). Ginogenesis de biiyiime sartlarindan bahsederken sterillik ve
bulundugu ortam sicakligida olduk¢a 6nemlidir. Ana bitkinin biiylime evresinde
kontaminasyon (hastalik ve zararli) olasiligini engellemek ve sulamanin daha 6zenli
olmasi i¢in serada gerceklestirilmesinin alti ¢izilmistir (Bohanec, 2002).
Kontaminasyondan dolay1 bitki kayb1 yasanmamasi i¢in kiiltiiriin ilk basamagindan
son basamagima kadar olan tiim siire¢ boyunca siirekli steril ortam saglanmalidir.
Kontaminasyonun farkli sebepleri (kisisel ya da trips vs) olabilir bu yiizden temiz
olmasina fazla 6zen gosterilmektedir. Sterillik kadar 1s1 151k faktorleri de dnemlidir.

Muren (1989) biitiin kiiltiirlerini 25° C’ de, 16 saat 151kl1 ortamda tutmustur.

Ginogenesis uygulamalarinda kullanilan ana besiyeri, seker orani ve
hormonun tiirii seklindeki faktorler 6onemli rol almaktadir (Murovec ve Bohanec,
2012). Bu uygulamalarda en fazla MS, BDS, B5 medyalar1 kullanilmaktadir,
medyalarin iginde 58-348 mM (% 2-% 12) araliginda seker orani bulunmaktadir
(Kaska, 2013). Kiiltiir ortamlarinda sekerin de biiyiime diizenleyiciler gibi tesir ettigi
vurgulanmistir (Vinterhalter ve Vinterhalter, 1999).

A.ampeloprasum cesidi i¢in ginogenesis uygulamalart 1990 senelerinde
baslamistir, bu ¢aligmalarda bazi arastiricilar basarisiz olurken (Flier, 1990; Kanne,
1991) baz1 arastirmacilar ise birka¢ veri bulduklarini kaydetmislerdir (Smith ve dig.,
1991; Voorrips, 1991). Degisik genotiplerin ginogenesise etkisini gostermek icin
Schum ve dig. (1993) A.ampeloprasum’ da uygulamalar gergeklestirmislerdir. Bu
calismanin sonucu olarak gelisme, ploidi seviyesi, albinoluk gibi meydana gelen
degisiklikleri rapor etmislerdir. Ozzambak (1992) A.ampeloprasum tiirii igin
besiyerindeki hormon ve sukroz degisikliklerinin ginogenesise etkilerini gostermek
icin bir uygulama gergeklestirmistir. Arastirmaci caligmasini Carino ile Farinto
tirleri tizerinde farkli besiyerleri, iki degisik seker (% 6 ve % 12) ve hormon
kullanarak gerceklestirmistir. Calisma da en iyi sonucun Carino tiirtinde goriildigi
kaydedilmistir. Ovaryumlarin % 6 seker iceren MS medyasinda daha iyi sonug

verdikleri bildirilmistir.



1.3.2.5 Ploidinin Belirlenmesi

Bitkilerde  ploidi  seviyesinin  bulunmasinda  farkli  tekniklerden
faydalanilmaktadir. Ploidi belirlemede fenotipik gozlemler ve kromozom sayimlari
cok eskilere dayali tekniklerdir (Murovec ve Bohanec, 2012). Kromozom sayisi
fazlalastik¢a bitkideki biitiin organlar biiyiimektedir; fakat bitki ister androgenetik
isterse ginogenetik yolla haploid olarak gelisirse diploid bitkilere kiyasla daha ufak
yapida olmaktadir (Babaoglu ve dig., 2002). Fenotipik gozlemlerin hizli ve
maliyetsiz olmasi seklinde avantaji olsa da giivenirligin az olmas1 dezavantajidir, bu
yiizden bu teknige bagka metotlarla takviyede bulunmak gerekmektedir (Babaoglu ve
dig., 2002). Genellikle kdk uclarinda yapilan kromozom sayiminda, daha profesyonel
(hidroliz boyama, preparat hazirlama gibi) bir caligma istemesi dezavantaj olsa da
giivenilirligi ¢ok yiiksek olan eski bir tekniktir. Ploidi seviyesinin tespitinde
kullanilan bir diger teknik de stoma sayimi yapmaktir (Dore ve Marie, 1993). Ploidi

seviyesi biiylidiik¢e stoma boyu ayn1 zaman da plastit miktart da yiikselmektedir.

Ploidi tespitinde son donemlerde en fazla faydalanilan teknik ise flow
sitometri yontemidir. Slispansiyon durumundaki hiicreler kanal igerisinden sabit bir
hizla tek tek gegerken fliioresans boyalarla isaretlenip lazer 151k ile analizleri
yapilmaktadir. Bu yontem tek hiicre seviyesinde analiz etmeye olanak saglamaktadir.
Yontem pratik, glivenilir, degisik kisimlarda kullanilabilen ve bitki hasar gérmeden

uygulanabilen bir tekniktir(Alan ve dig., 2003).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Allium ampeloprasum Genotipleri

Calismada Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi (PAU BIYOM)’ nde yetistirilen dort farkli (Inegdl,
Kartal Kalem, Tarsus Uzun ve Tarsus Kisa) A. ampeloprasum genotipleri

kullanilmistir.

2.1.1 A. ampeloprasum Biiyiime Sartlar1 ve Umbeldeki

Tomurcuklarinin Elde Edilmesi

A. ampeloprasum genotiplerinin bitkileri igerisinde 2:1 oraninda torf ve perlit
karisimi1 bulunan 7 litrelik saksilara dikildi. Serada biiyiitiildiiler. BitkilerdeNisan
déneminde c¢icek sap1 meydana gelmeye basladi ve bu ¢icek sapinin olusum dénemi
yaklagik Temmuz’a kadar siirdii. Ilk &nce olusan umbellerin antesis seviyesine
ulasmas1 Haziran sonuna kadar siirdii. Antesis ¢igeklerin agma hali ve siiresidir.
Antesis seviyesine gelen umbeller kesilip alindi. Kesilen umbeller etiketlenerek vakit
gecirmeden laboratuvara alindi. Umbellerdeki agmis olan ¢icekler koparilip atildi ve

umbeller su olan kap igerisine alindi.

2.1.2 A.ampeloprasum Genotiplerinde Polen Canhhgi Tayini

Antesis seviyesindeki umbellerden gelisi giizel birkag ¢igek secildi. Segilen
cigeklerin anterleriyle preparat hazirlanarak mikroskopta 40X goriintiide incelendi.
Preparat hazirlarken lam {iizerine anterler koyulup, polenleri boyamay:1 saglayan
Asetokarmin eklendi ardindan polenler ezilerek boyanmasi amaglandi. Boyanan
polenler canli boyanmayanlar cansiz kabul edildi. Mikroskopta alan taramasi
yapilarak boyanin etki ettigi ve etmedigi yapilar sayildi ve belli oranlarda yiizdelik

olarak polen canliliklart belirlendi.
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2.1.3 Tomurcuklarin Yiizey Sterilizasyonu

Ginogenesis uyartimi i¢in dnceden alinan umbellerden agmamis durumdaki
tomurcuklar bir makas yardimu ile kesildi. Kesilen tomurcuklar yiizey sterilizasyonu
yapilmak {izere metal siizge¢ icerisine alindi. Sterilizasyon soliisyonu (% 20 ¢amasir
suyu + 0.01 Tween-20 ve distile su) hazirland1. ik olarak énceden hazirlanmis olan
%70 Etil alkol bir kaba alind1 ve metal slizgec¢ kabin i¢ine daldirip karistirilarak 30
saniye bekletildi. Sonra ise alkolden alinan tomurcuklar soliisyon bulunan kap i¢ine
daldirilip stirekli karigtirllarak 30 dakika i¢inde bekletildi. Bu islemden sonra
tomurcuklarin oldugu kaplar steril kabin igerisine alindi ve isleme steril kabin
igerisinde devam edildi. Soliisyondan ¢ikarilan tomurcuklar ti¢ kez sterildistile su ile
yikandi. Sonra ise temiz kurutma kagitlarina yayilarak tomurcuklarin kurumasi

saglandi(Sekil 1A-1E).

2.1.4 A.ampeloprasum’ da Kullanilan Medyalar ve icerikleri

Ginogenesis uygulamalarinda ¢ok ¢esitli besi ortamlar1 uygulandi.
A.ampeloprasum genotiplerinin ginogenesis uygulamalari i¢in ana medya olarak
BDS (A tiirevleri), MS (F tiirevleri) ve B5 (G tiirevleri) medyalar1 denendi(Dunstan
ve Short, 1977 ; Murashige ve Skoog, 1962; Gamborg, 1968).Besi ortamlarinin
icerikleri ise Tablo 1°‘de gosterildi. Bu besi ortamlarina hormon olarak farkli
miktarlarda 2-4 D (Diklorofenoksiasetikasit) ve BAP (Benzin amino piirin) gibi
maddeler eklendi. Bu medyalar1 hazirlamadan once stok olarak kullanilan eriyikler
hazirlandi. Seker ve ortam sertlestirici madde ise medya hazirlandig1 asamada ilave
edildi. Medya sertligi i¢in uygulamalarda agar miktar1 yiizde 7 olarak kullanildi.
Besiyeri pH’ sinin degeri Sodyumhidroksit ve Hidroklorik asit ile yapildi. BDS
medyasinin pH degeri 6, MS ve B5 medyasinin pH degeri 5.8 olarak ayarlandi.
Hazirliklar1 tamamlanan medyalarin sterilizasyonu otoklav ile gerceklestirildi. Bu

islem 1 atmosfer basing altinda, 121° C’ de 20 dakika ile saglandi.
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Tablo 1: A. ampeloprasum genotiplerinin kiiltiire alinan medya igerikleri

Icerik

Oksin Sitokinin Karbon Katilastirica
Uyartim 24-D NAA BAP 2iP Sukroz (g/l) Agar (g/l)
ortami (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
BDS temelli
Ay 2 - 2 - 0 7
A 2 - 2 - 25 7
Asp 2 - 2 - 50 7
Az 2 - 2 - 75 7
Ao 2 - 2 - 100 7
A4, - - - - 0 7
Adys - - - - 25 7
Adgy - - - - 50 7
Adys - - - - 75 7
Al - - - - 100 7
MS temelli
F - - - - 0 8
F1 - - - - 25 8
F2 - - - - 50 8
F3 - - - - 75 8
F4 - - - - 100 8
F5 - 1 - 8 0 8
F6 - 1 - 8 25 8
F7 - 1 - 8 50 8
F8 - 1 - 8 75 8
F9 - 1 - 8 100 8
F10 2 - 2 - 0 8
F11 2 - 2 - 25 8
F12 2 - 2 - 50 8
F13 2 - 2 - 75 8
F14 2 - 2 - 100 8
B5 temelli
G - - - - 0 7
Gl - - - - 25 7
G2 - - - - 50 7
G3 - - - - 75 7
G4 - - - - 100 7
G5 2 - 2 - 0 7
G6 2 - 2 - 25 7
G7 2 - 2 - 50 7
G8 2 - 2 - 75 7
G9 2 - 2 - 100 7

*BDS (Dunstan ve Short,1977), MS (Murashige ve Skoog,1962), B5 (Gamborg
,1968)
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2.1.4.1 A. ampeloprasum Hatlarimin Umbellerindeki A¢mayan

Tomurcuklarin Kiiltiire Alinmasi

Ginogenesis uyartimi i¢in A.ampeloprasum’a ait dort hattan toplam olarak
108154 adet tomurcuk kiiltiire alindi. Kiiltiire alinan tomurcuklardan bir kismi
kontaminasyon oldugu i¢in atildi. Hatlarin ginogenesise cevap verme ve seker
oraninin ginogenik uyartimda farkli hatlara etkisini arastirmak amaciyla kiiltiir
ortamlarina seker miktari degisik oranlarda eklendi. Ayrica hormon eklenen ve
hormon eklenmeyen besi ortamlari da calismada kullanildi. Kiiltiirler, icerisinde
uyartim besi ortami olan 90-15 mm ¢aplarindaki Petritabaklar1 her birine 30 adet
tomurcuk yerlestirilerek meydana getirildi. Petri tabaklarinin kontaminasyonunu ve
kurumasini engellemek igin ¢ift kat parafilm ¢ekildi. Olusturulan kiiltiirlerin bilgileri
veri olarak daha sonra kullanilmak iizere bilgisayara kaydedildi. Kiiltiirler uygun
gelisme sartlarina (16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik ortamda 22° C) gozlemleri

yapilmak tizere birakildi.
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Sekil 1: A. ampeloprasum hatlarinin tomurcuklarinin kiiltiire alinma agsamalari

A. A.ampeloprasum hatt1 B. Umbellerin antesis seviyesi C. Umbellerden
tomurcuklarin alinmasi1 D. Sterilizasyon asamasi E. Kuruyan tomurcuklar F.
Kuruyan tomurcuklarin kiiltiire alinmasi G. Kiiltlirlerin doku kiiltiirii odasina

alinmasi
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2.1.4.2 A.ampeloprasum Kiiltiirlerinin Kontrol Edilmesi

Kiiltiire alinan Petri tabaklariin her hafta gézlemleri yapildi. Oncelikle
enfekte olan Petriler varsa bunlar belirlenerek bir kenara ayrildi. Sonra bu tabaklarin
kayitlarinda degisimler yapilarak laboratuvardan ¢ikarildi. Daha sonra ise geriye
kalan tabaklar incelenerek bunlarda gozlemlenen degisimler kayitlara gegirildi.
Gozlem sirasinda tabaklarin etrafina ¢ekilen parafilmlerin dayanikliligina bakildi
eskimis, yipranmis vs. olanlar degistirilerek yeniden yerlerine yerlestirildi.Kiiltiire
alman A. ampeloprasumtomurcuklarindan ginogenik bitkicikler kiiltiire alindiktan
itibaren ti¢ ay sonra tomurcugun i¢ kisimlarindangikmaktadir. Somatik bitkicikler ise
tomurcugun taban kismindan c¢ikmaktadir. Boylelikle ginogenik ve somatik

bitkicikler birbirinden ayirt edilir.

2.1.4.3 A.ampeloprasum Tomurcuklarimin Gelisimleri

Kontroller sirasinda ginogenesis uyartimmna cevap veren tomurcuklar
belirlendi. Belirlenen ginogenik bitkiciklerin gelisimlerini hizlandirmak igin
icerisinde hormon bulundurmayanbiiyiime besiyerlerine aktarildilar (Sekil 2).
Biiyiimeleri devam eden bitkicikler boylar1 biraz uzayinca kiiltiir tiiplerine aktarildi.
Bu tiipler iclerinde ayni biiyiime medyasi bulundururlar. Tiipler uygun kosullardaki

laboratuvarlarda yeniden biiyiimeye birakildilar.
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Sekil 2: Tiipe alinan ginogenik ve somatik bitkicikler

A. Petri tabaginda gelisen bitkiciklerB. Ginogenik bitkicik C.Somatik bitkicik
D.Tiipe alinan bitkiler

2.1.4.4 A.ampeloprasum Bitkilerinde Ploidi Diizeyinin Belirlenmesi

Calismalar sonucu olusan A.ampeloprasum bitkileri tiiplere aktarildiktan
sonra 2-3 yaprakli hale gelince flow sitometri (Beckman Coulter Cell Lab Quanta SC
Flow cytometer) cihazi ile analizleri yapildi. DNA miktarlar1 ve polidi diizeyleri
tespit edildi. Olgiimlerde kontrol bitki olarak arpa (Hordeum vulgare L. cv.)
kullanildi. Arumuganathan ve Earle (1991) tarafindan H.vulgare’ nin niikleer DNA
miktart 10,1 pg/2C olarak belirtilmistir. Bir Petri tabagina dl¢iilecek olan bitki ve i¢
referans olarak kullanilacak olan arpanin filizlerinden yaklasik 7 cm(45-50 gr)
konularak tizerine damlalikla 1,5 ml NIB (nuclei isolation buffer) ilave edilerek

yapildi. NIB’ e ¢ekirdek izalosyon tamponu da denilmektedir(Tablo 4).

Petri kabina soliisyon igine alinan bitki pargalar1 keskin bir jilet araciligiyla
ezilmeden iyice pargalanilarak kiiciiltiildii ve soliisyonda esit dagilim1 saglandi. Daha
sonra eksratlar delikli bir filtre yardimiyla siiziilerek Eppendorf tiiplerinin igine

aktarildi ve tlipler buz igerisine yerlestirildi. Eger hazirlanan ekstratlar hemen
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kullanilmayacaksa buz icerisinde buzdolabina kaldirildi ve sonra ¢ikartilip kullanildu.
Icerisinde ekstrat bulunan tiiplere flow analizi yapilacagi zaman 1 mg/ml PI
(Propidium iodide) damlatildi ve yaklasik bes saniye vorteks yapildi. Hazirlanan
ornekler flow sitometri cihaziyla analiz edildi ve ploidi diizeyleri belirlenmis oldu.

(Sekil 3A-3H).

Tablo 2: NIB (nuclei isolation buffer) soliisyonu igerigi

Kimyasal Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
Miktari

HEPES 360 mg 15mM

Na,EDTA 37,22 mg 1ImM

KCI 597 ma 80mM

NaCl 116.9 ma 20 mM

Triton X-100 200ul % 0,2 (VIV)

Siikroz 10. 300 Mm

Spermin 17.4ma 0.5Mm

PVP-40 1lg %1

* NIB soliisyonu hazirlandiktan sonrapH degeri7,50larakayarlanirvekullamm
zamaninakadar-209Cdesaklanalabilir.
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Sekil 3: Flow sitometri cihazi ile A.ampeloprasum bitkilerinde DNA miktar1 ve
ploidi diizeylerinin belirlenmesi

A. A.ampeloprasum hatt1 B. NIB (nuclei isolation buffer) soliisyonu C. Olgiimii yapilacak
taze A.ampeloprasum yapraklari ve i¢ kontrol a rpa  (Hordeum  vulgare)  yapraklarinin
pargalanmasiD. Eppendorf tiipiine alman &ziit E.Orneklerin propodium iodide (PI) ile
boyanmasi.F.PI eklenen o6rneklerin vortekslenmesiG.Ornegin flow sitometri cihazina

yerlestirilmesi H.Analiz yapildiktan sonra elde edilen bulgulara ait bir histogram

2.1.4.5 A.ampeloprasum Bitkilerinin Laboratuvar Disina Transferi

Ginogenesis uyartim caligsmasi sonucunda elde edilen A. ampeloprasum
bitkileri laboratuvar disina transfer edildi. Aktarimda kullanilacak 2:1 oranindaki torf
ve perlit karisimi daha Onceden otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutularak
Karisim halinde hazirlandi. Oncelikle bitkiler tiiplerin i¢inden ¢ikarild1 ve kokleri su
ile yikanarak tamamen besiyeri kalintilarindan temizlendi. Kokleri medyadan
arindirilan bitkiler i¢inde torf ve perlit bulunan kii¢iik saksilara dikildi (Sekil 4B).

Sonrasinda saksilara bolca su verildi ve saksilarin seffaf posetlerle tstii kapatildi
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(Sekil 4C). Naylon posetler gerekli olan nemi dengelemek i¢in kullanildi. Hazirlanan
saksilar 17° C’ ye ayarlanmis olan biiyiitme kabinine konuldu. iki ya da ii¢ giin sonra
saksilardaki posetlere birkac yerinden delikler agildi. Bu asamadan sonra yaklasik
olarak 10 giin sonra posetler tiimiiyle ¢ikartildi ve bitkiler geregi kadar biiytidiiglinde
bir biiyiik boy saksilara aktarilarak serada bulunan biiyiitme kabinine transfer edildi
(Sekil 4D). Seradaki biiyiitme kabini 17° C’de ayarhdir, bitkiler burada ise yaklagik
bir ay kadar biiylitiildii. Daha sonra yeterince biiyiiyen bitkiler 4,6 It saksilara transfer
edilerek artik seraya alindi (Sekil 4E). Serada biraz daha gelisip biiyiiyen bitkiler 7
litrelik saksilara gegirilerek normal sera sartlarinda biiylimeleri sagland1 ve
biiylimeleri takip edildi. Seradaki biiyiimesini tamamlayan bitkiler genelde umbel
olusturmuslardir. Bitkilerin umbelleri tohum olusumunu tamamladiktan sonra
umbeller toplandi ve kurutuldu. Kuruyan umbellerden tohumlar ¢ikarildi, temizlendi
ve kiigiik posetlere konuldu ve her bitkinin ismi posetlerin {izerine yazilarak soguk

odada muhafaza edildi.

Sekil 4: A. ampeloprasum bitkilerinin dis ortama aktarilmasi

A. In vivo ‘ya aktarilacak A.ampeloprasum hatt1 B. Medyadan ¢ikarilip temizlenen bitkilerin
kiiciik saksilara dikilmesi ve posetle ortiilmesi C. Posetle ortiilen bitkilerin In vivo ‘ya
aligtirma siireci D. In vivo ‘ya alistirilan bitkiler E. Dis ortama aktarilan bitkilerin serada

biiyiik saksilardaki geligimi
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2.1.4.6 A.ampeloprasum denemeleri sonunda elde edilen verilerin

istatistiksel analizi

A. ampeloprasum denemelerinde elde edilen veriler istatistiksel program olan
Minitab ile analiz edildi. Ginogenesis ¢alismasi sonucunda elde edilen ginogenik ve
somatik degerler karsilastirilirken yeterli 6rnek sayisi olmast durumunda Tek Yonlii
Varyans Analizi (ANOVA) ve medyalarin hangileri arasinda fark oldugunu anlamak
icin ise TUKEY yontemi kullanildi.

20



3. KULTURLERDE YAPILAN GOZLEMLER

Ginogenesis uyartimi ¢aligmasi i¢in kiiltiir ortamina alinan ¢igek tomurcuklari
kiiltire alindiktan birkag giin sonra agmaya ve biiyiimeye basladi. Tomurcuk
boyutlar1 iki-li¢ hafta kadar siire gegtiginde ilk boyutlarinin bes-on katina ulast.
Kiiltiire alinanA. ampeloprasumtomurcuklarindan ginogenik bitkicikler kiiltiire

alindiktan takiben {i¢ ay sonra tomurcugun i¢ kisimlarindan ¢ikmiglardir.

3.1 A. ampeloprasum Genotiplerine Ait Ginogenesis Uyartimi

Calismalar1 Bulgular:

A. ampeloprasum bitkisine ait ginogenesis uyartim ¢alismalarinda dort farkli
genotip kullanildi. Besi ortami olarak MS, BDS ve BS5 olmak {izere ii¢ tip ana medya
tipleri kullanildi. Bu {i¢ ana medya kendi igerisinde Sukroz oranlar1 (0, 25, 50, 75,
100 g/l), biiylime ve farklilasma hormonlar1 olan Oksin (2,4-D, NAA ) ve Sitokinin
(BAP ve 2IP) miktarlar1 degistirilerek kullanildi (Tablo 1).

A. ampeloprasum bitkisine ait ginogenesis uyartim ¢aligmalarinda doért farkli
genotipten toplamda 96 binden fazlaagmamis tomurcuk kullanildi.Calismalarda
kiiltiirii yapilan dort fakli genotipten toplam da 157 tane ginogenik bitkicik elde
edildi. Bu 157 ginogenik bitkicigin 54(% 34,39) adedi Tarsus Uzun, 44(% 28,02)
adedi Tarsus Kisa, 37 (% 23,56) adedi Kartal Kalem diger 22(% 14,01) adedi ise
Inegol genotiplerine aittir. Kiiltiire alinan A. ampeloprasum genotiplerinin hepsinden
ginogenik cevap farkli oranlarda alindi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
hatlarin farkli uyartim medyalarina vermis olduklari ginogenik cevaplar arasinda

onemli derece de farkliliklar goriilmemistir.

Tarsus Uzun hattina ait kiiltiire alinan 22356 adet tomurcuktan biitiin
medyalardan toplamda 54 (%0,24) tane ginogenik bitkicik elde edildi (Tablo 3). Elde
edilen ginogenik bitkiciklerin 30 (%0,44) adedinin 6803 tomurcuk ekilen BDS
temelli medya grubundan, 18 (%0,20) adedinin 9142 tomurcuk ekilen MS grubu
medyalardan diger alti (%0,09) adedinin ise 6411 tomurcuk ekilen B5 grubu
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medyalarda gelisim gosterdigi gézlemlendi (Tablo 3). BDS medyas1 (A(q), As)Agso),
As), Aoy, Ad), Ades), Adise) Adrs), Adaoo) ) kendi icerisinde sukroz ve hormon
oranlarina gore gruplandirildi (Tablo 3). BDS medyalarinin gesitlerine baktigimizda
en yiiksek ginogenik bitkicik gelisimi 16 (% 2,54) adet ile A4 oymedyasinda, daha
sonra sekiz (% 1,05) adedi A4 o), ti¢ (% 0,38) adedi Adrs), iki (% 0,32) adedi Ao
ve bir (% 0,15) adedi Aps) medyasinda olmak {izere gelisim gosterdigi
gbzlemlendi(Tablo 3).

MS medya grubu, icerisine farkli oranlarda sukroz ve hormon eklenerek F,
F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12, F13, F14 olarak gruplara ayrildi
(Tablo 3). MS grubunda gelisim gosteren 18 adet ginogenik bitkicik sayica en fazla
13 (% 2,17) adet ile F4 medyasinda oldugu goriildii, F4 medyasini gelisim sirasi
olarak ti¢ (% 0,47) adet bitkicik olusumu ile F8 medyas1 ve birer (% 0,17) adet
ginogenik bitkicik olusumuyla F3 ile F7 medyalar1 izlemektedir (Tablo 3). MS grubu
medyalarin diger ¢esitlerinde (F, F1, F2, F5, F6, F9, F10, F11, F12, F13, F14)
ginogenik bitkicik olusumu goriilmedi (Tablo 3).

Tarsus Uzun hattindan elde edilen ginogenik bitkicikler en az sayida BS
temelli medyalardan elde edildi. B5 medya grubu farkli oranlarda sukroz ve hormon
bulundurmasina gore; G, G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8 ve G9 seklinde ayrildi
(Tablo 1). Elde edilen ginogenik bitkiciklerin iki (% 0,28) adedi G8 medyasinda ayni
zamanda her birinden bir adet olmak tizere % 0,13-%0,17 oran araliginda G1, G2,
G4 ve G9 medyalarinda meydana geldigi gortildii fakat bu bes medya hari¢ diger BS
temelli medya ( G, G3, G5, G6, G7) gesitlerinde ginogenik bitkicik olusumu
gozlemlenmedi (Tablo 3).

Tarsus Uzun genotipine ait en iyi ginogenik bitki olusumu BDS medyalarinda
meydana geldi. 100 gr/l sukroz igeren A4gpymedyasinda 16 (%2,54) adet ile en fazla
sayida ginogenik bitki olusumu gozlemlendi (Tablo 3). Daha sonra bunu sayica sekiz
(%1,05), ti¢ (%0,38), iki (%0,32), bir (% 0,15) olarak sirastyla Adsg), Ad(s), Aioyve
Apsymedyalart takip etmektedir (Tablo 3). MS medyasinda sayica en yiiksek
ginogenik bitki olusumu 13 (%2,17) adet olarak 100 g/l sukroz i¢ceren F4 medyasinda
oldugu goriilmektedir, bunu takiben ii¢ (%0,47), bir (%0,17), bir(%0,17) ginogenik
bitki sayilar1 ile F8, F3, F7 medyalar izlemektedir (Tablo 3). Ginogenik bitki

olusumu en diisik olan B5 medya grubuna bakacak olursak; en iyi gelisimi
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iki(%0,28) adet ginogenik bitki ile G8 medyasi sagladi (Tablo 3). B5 medya grubu
icerisinden olan G1, G2, G4 ve G9 medyalarinda ise birer (% 0,13-% 0,17) adet
ginogenik bitki olusumu gozlemlenmistir ancakG, G3, G5, G6 ve G9 medyalarinda
ginogenik bitki olusumu meydana gelmedigi goriildii (Tablo 3).

Tarsus Kisa genotipine ait olan 23060 adet tomurcuk kiiltiire alinmis olup
bunlardan toplamda 44 (%0,19) adet ginogenik bitkicik elde edildi (Tablo 4). En iyi
ginogenik bitkicik olusumu 6481 adet tomurcuk ekilen ve bu tomurcuklardan 24
(%0,37) adet ginogenik bitkicik gozlemlenen BS medyalarinda meydana geldi (Tablo
4). B5 medyast icerisinde en yiiksek verim 100 g/l Sukroz iceren G4 ve G9
medyalarinda sirasiyla 10 (% 1,28) ve yedi (% 0,97) adet ayn1 zamanda 75 gr sukroz
iceren G3 ve G8 medyalarinda sirasi ile bes (% 0,76) ve iki (% 0,32) adet ginogenik
bitkicik gézlemlendi (Tablo 4).G, G1, G2, G5, G6 ve G7 medyalarinda ise ginogenik
bitkicik olusumu goriilmedi (Tablo 4).

BDS medyasina 6909 adet tomurcuk ekimi yapildi ve 10 (% 0,14) adet
ginogenik bitkicik elde edildi (Tablo 4). BDS grubu medya c¢esitlerinde bes (% 0,81)
adet Adqog), dort (% 0,51) adet Adgs) ve bir (% 0,15) adet Aip medyasidan
ginogenik bitkicik olusumu goézlemlendi (Tablo 4). Bu ii¢ medya haricinde diger
BDS grubu medyalardan ginogenik bitkicik elde edilemedi (Tablo 4).

MS medyasinda kiiltiire alinan tomurcuk sayis1 ise 9670 adettir ve bu
tomurcuklardan toplamda 10 (% 0,10) adet ginogenik bitkicik olustugu belirlendi
(Tablo 4). MS medya grubuna daha detayli baktigimizda F13 medyasi ii¢ (% 0,48)
adet ginogenik bitkicik olusturarak en iyi gelisimi gosterdi (Tablo 4). F13 medyasini
takiben F3, F9, F4, F8 ve F medyalarinda ginogenik bitkicik olusumu kaydedildi
(Tablo 4). MS grubu igerisinde bulunan bunlarin disinda kalan diger medyalarda ise

ginogenik bitkicik olusumu gozlemlenemedi (Tablo 4).

Tarsus Kisa genotipinde ginogenik bitki olusumu acisindan medyalardaki
gelisimlerine bakilacak olursa en iyi gelisimin B5 medya grubu igerisinde oldugu
goriilmektedir. Bu ginogenik bitkilerin 10 (% 1,28) adedi G4 medyasinda meydana
gelirken, yedi (% 0,97) ginogenik bitkiG9 medyasinda, bes (% 0,76) ginogenik bitki
G3 medyasinda ve son olarak iki (% 0,32) ginogenik bitkinin ise G8 medyasinda
gelisim gosterdigi kaydedildi(Tablo 4). BS medya grubuna ait olan diger medyalarda
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(G, G1, G2, G5, G6, G7) hi¢ ginogenik bitki elde edilemedi.Ginogenik bitki eldesi
bakimindan BDS medya grubundansayica en iyi verimA4qpmedyasindan bes (%
0,81) adet olarak alinirken, A4(7symedyasinda dort (% 0,51) ve Aigymedyasinda ise
bir (% 0,15) adet ginogenik bitki meydana geldi (Tablo 4). Adq) Ades), Adiso), A),
Ads), As), Adgsymedyalarinda ginogenik bitki elde edilemedi. MS medyalarinda
ginogenik bitki eldesi oranlar1% 0,15-% 0,48 arasinda degisim gostermektedir ( F13
¢ (% 0,48), F3 iki (% 0,33), F9 iki (% 0,29), F bir (% 0,15), F4bir (% 0,15), F8 bir
(% 0,15)) (Tablo 4).

Kartal Kalem genotipine ait toplamda 26599 adet tomurcuk kiiltiire alind1 ve
kiiltiire alinan tomurcuklardan 37 (% 0,14) adet ginogenik bitkicik elde edildi. Elde
edilen ginogenik bitkiciklerin gelisim derecesinin MS, BDS ve B5 medyalarinda
sirasiyla ¢oktan aza dogru oldugu goriilmektedir. Kiiltliri yapilan tomurcuklarin
11489 adedi MS medyasma ekilerek 19 (% 0,16) adet ginogenik bitkicik meydana
getirildi (Tablo 5). MS medyalari igerisinde en fazla say1 F4 (alt1 (% 0,80)) ve F2
(bes (% 0,66)) medyalarinda gozlemlenirken, daha az sayida F12 (iki (% 0,26)), F14
(iki (% 0,25)), F3 (bir (% 0,13)), F6 (bir (% 0,13)), F9 (bir (% 0,13)) ve F13 (bir (%
0,10)) medyalarinda da ginogenik bitkicik olusumu kaydedildi (Tablo 5).

BDS medyalarinda 7791 adet tomurcuk kiiltire alindi ve 14 (% 0,18)
ginogenik bitkicik elde edildi. Bu ginogenik bitkiciklerin yedi (% 0,97) adedinin
A(75) medyasinda, ii¢ (% 0,40) adedinin A4(100), Ti¢ (% 0,31) adedinin Asg) ve bir (%
0,12) adedinin ise A4(s) medyasinda oldugu goriilmektedir (Tablo 5).

Kartal Kalem genotipi i¢in BS medyalarinda kiiltiirii yapilan tomurcuk sayisi
7319 adettir ve elde edilen ginogenik bitkicik sayisi dort (% 0,05) adet olarak
kaydedildi. Elde edilen bitkiciklerin % 0,13-% 0,15 oranlarinda G2, G3, G4 ve G7
medyalarindan geldigi gézlemlendi (Tablo 5).

Kartal Kalem genotipinde ti¢ temel medyadan (BDS, MS ve B5) toplamda 37
(% 0,14) adet ginogenik bitki elde edildigi gozlemlendi. Ginogenik bitkilerin
medyalardaki gelisimlerine baktigimizda 19 (% 0,16) adedi MS medya grubundan
elde edildi,ginogenik bitki olusum oranlart % 0,10-% 0,80 arasinda degisim
gostermektedir (Tablo 5). En iyi gelisim oranlariin alt1 (% 0,80) adet ile F4 ve bes

(% 0,66) adet ile F2 medyasinda oldugu goriiliirken, en az gelisim oraninin bir (%
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0,10) adet ginogenik bitki ile F13 medyasinda oldugu goriilmektedir (Tablo 5). F, F1,
F5, F7, F8, FI0 ve F11 medyalarinda ise hi¢ ginogenik bitki olusumu
gozlemlenmedi. BDS medya grubunda en fazla ginogenik bitki yedi (% 0,97) adet
olarak Asymedyasinda gelisim gosterdi. Daha sonra Azsymedyasini ii¢ (% 0,40) adet
ile Adqooymedyasi, ii¢ (% 0,31) adet ile Agmedyas: ve bir (% 0,12) adet ile
Adsymedyas: takip etmektedir (Tablo 5). Adg)y | Ades)Adse, Ap), Aps)ve
Auoomedyalarinda ise ginogenik bitki elde edilemedi. B5 medya grubundan G7
medyasindan bir (% 0,15), G2 medyasindan bir (% 0,13), G3 medyasindan bir (%
0,13) ve G4 medyasindan bir (% 0,13) adet olmak iizere toplamda 4 (% 0,05) adet
ginogenik bitki elde edildi (Tablo 5). B5 medya grubu igerisindeki G, G1, G5, G6,
G8 ve G9 medyalarinda ise ginogenik bitki elde edilemedi.

Inegdl hattinda 24296 adet tomurcuktan toplamda 22 (% 0,09) adet ginogenik
bitkicik olusumu gbriildii(Tablo 6). Bu Inegdl hattina ait olan 22 adet ginogenik
bitkicigin medyalardaki sayisal dagilimina baktigimiz da 11 (% 0,10) adedi 10304
tomurcuk ekilen MS temelli medyalardan, dokuz (% 0,13) adedi 6923 tomurcuk
ekilen BDS temelli medyalardan diger iki (% 0,02 ) adedi 7069 tomurcuk ekilen B5
temelli medyalardan elde edildi(Tablo 6).MS grubu medyalarinda ginogenik bitkicik
F7 (dort (% 0,63)), F9 (iig (% 0,40)), F4 (iki (% 0,26)), F2 (bir (% 0,14)), ve F11 (bir
(% 0,14)) medyalarindan elde edildi, diger (F, F1, F3, F5, F6, F8, F10, F12, F13 ve
F14) medyalarin ise higbirinde ginogenik bitkicik gézlemlenmedi(Tablo 6). BDS
temelli olan medya ¢esitlerinde ginogenik bitkicik en yiiksek ti¢ (% 0,37) adet ile
Adigmedyasinda gozlemlenirken, bunu Ags) (iki (% 0,31)), Adoo)(bir (% 0,16)),
Adsy (bir (% 0,15)), Adps) (bir (% 0,14)) veApo(bir (% 0,14))medyalart takip
etmektedir(Tablo 6).B5 medya gesitlerinde ise ginogenik bitkicik birer adet olmak
tizere sadece G3 (% 0,13) ve G4 (% 0,14) medyalarinda gézlemlendi, fakat diger B5
medya g¢esitlerinde ( G, G1, G2, G5, G6, G7, G8, G9 ) ginogenik bitkicik

gelisimigozlemlenemedi (Tablo 6).

Inegdl genotipine ait toplamda 19 (% 0,08) adet ginogenik bitki elde edildi.
Elde edilen ginogenik bitkilerin medyalara gore dagilimlarinda; dokuz (% 0,13)
adedinin BDS medyasindan, sekiz (% 0,08) adedinin MS medyasindan ve diger iki
(% 0,02) adedinin ise B5 medyasindan geldigi goriilmektedir (Tablo 8).BDS
medyasinda elde edilen ginogenik bitki oranlar1 % 0,14-% 0,37 aralifinda degisim
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gosterirken, en yiliksek ginogenik bitki eldesinin ii¢ (% 0,37) adet ile A4g)
medyasinda oldugu kaydedildi(Tablo 6). MS temelli medyalarda ginogenik bitki
gelisim oranlar1 % 0,14-% 0,63 arasinda olup, en iy1 ginogenik bitki gelisimi dort (%
0,63) adet ile F7 medyasinda, en az gelisim ise bir (% 0,14) adet ile F2 ve F11
medyalarinda oldugu goriilmektedir (Tablo 6). B5 temelli medyalarda sadece G3 ve
G4 medyalarinda ginogenik bitki olusumu kaydedildi(Tablo 6).
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Tablo 3: Tarsus Uzun genotipinin ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

. o . o . GINOGENIK
GINOGENESIS EKiLEN GINOGENIK GINOGENIK BITKIYE
UYARTIM TOMURCUK BITKICiK  BITKi DONUSUM -
ORTAMI SAYISI SAYISI - (%) SAYISI - (%) (%)
A4(0) 660 0A 0A 0
A4(25) 630 0A 0A 0
A4(50) 762 8(105)AB  8(1,05AB 100
A4(T5) 780 3(038)A  3(038)A 100
A4(100) 630 16 (254)B 16 (2,54)B 100
A(0) 660 0A 0A 0
A(25) 660 1(015A  1(015A 100
A(50) 630 2(032)A  2(032)A 100
A(75) 671 0A 0A 0
A(100) 720 0A 0A 0

YBDS 6803 30 (0,44) 30 (0,44) 100
F 660 0A 0A 0
F1 540 0A 0A 0
F2 645 0A 0A 0
F3 594 1017)A  1(017)A 100
F4 600 13(2,17) AB 13 (2,17)AB 100
F5 600 0A 0A 0
F6 660 0A 0A 0
F7 600 1017)A  1(017)A 100
F8 638 3(047)A  3(047)A 100
F9 690 0A 0A 0
F10 540 0A 0A 0
F11 575 0A 0A 0
F12 600 0A 0A 0
F13 600 0A 0A 0
F14 600 0A 0A 0
YMS 9142 18 (0,20) 18 (0,20) 100
G 570 0A 0A 0
G1 600 1017)A  1(017)A 100
G2 660 10015 A  1(015A 100
G3 660 0A 0A 0
G4 570 1017)A  1(017)A 100
G5 720 0A 0A 0
G6 600 0A 0A 0
G7 568 0A 0A 0
G8 713 2(028)A  2(028)A 100
G9 750 1(013)A  1(0,13)A 100
YBS 6411 6 (0,09) 6 (0,09) 100
Y TOPLAM 22356 54 (0,24) 54 (0,24) 100

* Ayni harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli derece de farklar
bulunmamaktadir (Tukey, P>0,05).
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Tablo 4: Tarsus Kisa genotipinin ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

. o T GINOGENIK
GINOGENESIS EKILEN GINOGENIK GINOGENIK BITKIYE
UYARTIM TOMURCUK BITKICIiK  BiTKi DONUSUM -
ORTAMI SAYISI SAYISI - (%) SAYISI - (%) (%)
A4(0) 584 0A 0A 0
A4(25) 660 0A 0A 0
A4(50) 720 0A 0A 0
A4(T5) 780 4(051)A  4(051)A 100
A4(100) 615 5(08))A  5(081)A 100
A(0) 660 0A 0A 0
A(25) 660 0A 0A 0
A(50) 648 1(0,15) A 1(0,15)A 100
A(75) 780 0A 0A 0
A(100) 802 0A 0A 0

YBDS 6909 10 (0,14) 10 (0,14) 100
F 630 1(0,15) A 1(0,15)A 100
F1 630 0A 0A 0
F2 690 0A 0A 0
F3 600 2(033) A  2(033)A 100
F4 630 1(0,15) A 1(0,155A 100
F5 690 0A 0A 0
F6 600 0A 0A 0
F7 660 0A 0A 0
F8 650 1(0,15) A 1(0,155A 100
F9 690 2(0299A  2(029)A 100
F10 720 0A 0A 0
F11 570 0A 0A 0
F12 630 0A 0A 0
F13 620 3(048)A  3(048)A 100
F14 660 0A 0A 0
YMS 9670 10 (0,10) 10 (0,10) 100
G 660 0A 0A 0
Gl 573 0A 0A 0
G2 720 0A 0A 0
G3 660 5(0,76) A  5(0,76)A 100
G4 780 10(1,28) A 10(1,28)A 100
G5 600 0A 0A 0
G6 576 0A 0A 0
G7 579 0A 0A 0
G8 613 2(032)A  2(032)A 100
G9 720 7(097)A  7(097)A 100
YB5 6481 24 (0,37) 24 (0,37) 100
Y TOPLAM 23060 44 (0,19) 44 (0,19) 100

* Ayni harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli derece de farklar
bulunmamaktadir (Tukey, P>0,05).



Tablo 5: Kartal Kalem genotipinin ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

. o T GINOGENIK
GINOGENESIS EKILEN GINOGENIK GINOGENIK BITKIYE
UYARTIM TOMURCUK BITKICIiK  BiTKi DONUSUM -
ORTAMI SAYISI SAYISI - (%) SAYISI - (%) (%)
A4(0) 660 0A 0A 0
A4(25) 736 0A 0A 0
A4(50) 780 0A 0A 0
AL(75) 841 1(0,12) A 1(0,12)A 100
A4(100) 750 3(0,40)A  3(040)A 100
A(0) 780 0A 0A 0
A(25) 801 0A 0A 0
A(50) 973 3(03))A  3(031)A 100
A(75) 720 7(097)A  7(097)A 100
A(100) 750 0A 0A 0
YBDS 7791 14 (0,18) 14 (0,18) 100
F 750 0A 0A 0
F1 765 0A 0A 0
F2 757 5(066) A  5(0,66)A 100
F3 750 1(0,13) A 1(0,13)A 100
F4 750 6(0,80)A  6(0,80)A 100
F5 870 0A 0A 0
F6 737 1(0,13) A 1(0,13)A 100
F7 630 0A 0A 0
F8 750 0A 0A 0
F9 750 1(0,13) A 1(0,13)A 100
F10 750 0A 0A 0
F11 750 0A 0A 0
F12 750 2(026) A  2(026)A 100
F13 920 1(0,10) A 1(0,100A 100
F14 810 2(025)A  2(025A 100
YMS 11489 19 (0,16) 19 (0,16) 100
G 780 0A 0A 0
Gl 702 0A 0A 0
G2 740 1(0,13) A 1(0,13)A 100
G3 750 1(0,13) A 1(0,13)A 100
G4 750 1(0,13) A 1(0,13)A 100
G5 671 0A 0A 0
G6 736 0A 0A 0
G7 660 1(0,15) A 1(0,155A 100
G8 810 0A 0A 0
G9 720 0A 0A 0
YB5 7319 4 (0,05) 4 (0,05) 100
Y TOPLAM 26599 37 (0,14) 37 (0,14) 100

* Ayni harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli derece de farklar
bulunmamaktadir (Tukey, P>0,05).
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Tablo 6: Inegdl genotipinin ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

. o . o . GINOGENIK
GINOGENESIS EKILEN GINOGENIK GINOGENIK BITKIYE
UYARTIM TOMURCUK BITKICIiK  BiTKi DONUSUM -
ORTAMI SAYISI SAYISI - (%) SAYISI - (%) (%)
A4(0) 600 0A 0A 0
A4(25) 709 1(0,14) A 1(0,14)A 100
A4(50) 810 3(037)A  3(037)A 100
A4(T5) 683 1(0,15) A 1(0,15)A 100
A4(100) 633 1(0,16) A 1(0,16) A 100
A(0) 720 0A 0A 0
A(25) 630 0A 0A 0
A(50) 735 1(0,14) A 1(0,14)A 100
A(75) 653 2(03))A  2(031)A 100
A(100) 750 0A 0A 0

YBDS 6923 9 (0,13) 9 (0,13) 100
F 690 0A 0A 0
F1 613 0A 0A 0
F2 720 1(0,14) A 10,149 A 100
F3 676 0A 0A 0
F4 771 2(026)A  2(026)A 100
F5 600 0A 0A 0
F6 660 0A 0A 0
F7 630 4(063)A  4(063)A 100
F8 750 0A 0A 0
F9 750 3(0,400)0A  0A 0
F10 744 0A 0A 0
F11 690 1(0,14) A 10,14 A 100
F12 630 0A 0A 0
F13 630 0A 0A 0
F14 750 0A 0A 0
YMS 10304 11 (0,10) 8 (0,08) 72,72
G 690 0A 0A 0
Gl 678 0A 0A 0
G2 660 0A 0A 0
G3 750 1(0,13) A 1(0,13)A 100
G4 690 1(0,14) A 1(0,14)A 100
G5 720 0A 0A 0
G6 690 0A 0A 0
G7 751 0A 0A 0
G8 705 0A 0A 0
G9 735 0A 0A 0
YB5 7069 2 (0,02) 2 (0,02) 100
YTOPLAM 24296 22 (0,09) 19 (0,08) 86,36

* Ayni harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli derece de farklar
bulunmamaktadir (Tukey, P>0,05).
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Calismalarda kiiltiire alinan tomurcuklardantoplam olarak 50 adet somatik
bitkicik elde edildi. Elde edilen somatik bitkiciklerin 18 (% 36) adedi Tarsus Uzun
genotipine, 13 (% 26) adedi Tarsus Kisa genotipine, 13 (% 26) adedi Inegdl
genotipine ve diger alti( %12) adedi ise Kartal Kalem genotipine aittir. Her hat igin
medyalardan alinan cevaplar farkli farkli oranlarda oldu. Yapilan istatistiksel
analizler neticesinde hatlarin uyartim medyalarina vermis olduklari somatik cevaplar

karsilastirildiginda 6nemli derece de farkliliklar bulunmadigi goriilmektedir.

En fazla somatik bitkicigin elde edildigi Tarsus Uzun hattina ait MS medya
grubuna 9142 adet, B5 medya grubuna 6411 ve BDS medya grubuna ise 6803 adet
olmak tizere toplamda 22356 adet tomurcuk kiiltiire alindi(Tablo 7). MS medyasinda
somatik bitkicik olusum oran1 % 0,16-% 0,78 arasinda degisim gostermektedir, en
yiiksek oran bes (% 0,78) adet ile F8 medyasinda goriiliirken en diisiik oran ise bir
(% 0,16) adet olarak F7 medyasinda gozlemlendi (Tablo 7). B5S medyasinda ise
sadece G6 (% 0,16) ve G7 (% 0,17) medyalarinda birer adet somatik bitkicik
olusumu gortildii(Tablo 7). Bu iki medya haricindeki diger BS medyalarinda bitkicik
olusumu goriilmedi(Tablo 7). BDS medya grubunda ise higbir medyada somatik
bitkicik gelisimi olmadi(Tablo 7).

Tarsus Uzun hattinda somatik bitki gelisimi en iyi 16 (% 0,17) adet olarak
MS medya grubunda meydana geldi(Tablo 7). F8, F6 ve F9 medyalarinda sirasiyla %
0,78-% 0,75-% 0,72 oranlarinda, F7 medyasinda da % 0,16 oraninda somatik bitki
meydana geldigi gozlemlendi(Tablo 7). B5 grubuna ait olarak ise G6 medyasindan %
0,16 oraninda ve G7 medyasindan % 0,17 oraninda somatik bitki meydana

geldi(Tablo 7). BDS medyasinda hi¢ somatik bitki gelisimi kaydedilemedi(Tablo 7).

Tarsus Kisa hattina ait ekimi yapilan 23060 adet tomurcugun 9670 adedi MS
medyasinda kiiltiire alindir ve % 0,15-% 1,30 oranlar1 arasinda somatik bitkicik
olusumu gozlemlendi(Tablo 8). En fazla gelisimi dokuz (% 1,30) adet ile F9 medyasi
gostermektedir (Tablo 8). 6481 adet tomurcuk ekilen B5 medya grubundan sadece
G7 medyasinda % 0,17 oranindasomatik bitkicik meydana geldi, diger B5 grubu
medyalarinda ( G, G1, G2, G3, G4, G5, G6, G8, G9 ) bitkicik olusumu goriilmedi
(Tablo 8). BDS medya grubuna 6909 adet tomurcuk ekimi yapildi fakat highir
medyada somatik bitkicik eldesi olmadi(Tablo 8).
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Tarsus Kisa genotipineait, ii¢c temel medyadan (MS, B5, BDS) toplamda 13
(% 0,06) adet somatik bitkimeydana geldi (Tablo 8). En iyi gelisim 12 (% 0,12)adet
ile MS medya grubundameydana geldi.MS grubu igerisinde ise 100 g/l sukroz
bulunduran F9 medyasindan % 1,30 oraninda en c¢ok somatik bitki elde edildigi
kaydedildi(Tablo 8). F6, F7 ve F8 medyalar ise bitki meydana getiren diger MS
medyalaridir. B5 medya grubu igerisine baktigimizda ise yalnizca G7 medyasinin bir

(% 0,17) adet somatik bitki olusturdugu kaydedildi (Tablo 8).

Inegdl hattina ait 10304 adet tomurcuk ekilen MS medya grubunda sekiz (%
0,07) adet somatik bitkicik elde edildi(Tablo 9). Elde edilen bitkicikler sayica en
fazla iki (% 0,31) adet ile F7 medyasinda gozlemlenirken bunu sirasiyla F4, F8, F12
ve F6 medyalar takip etmektedir (Tablo 9). BDS medya grubuna baktigimizda 6923
adet tomurcuktan toplamda 3 (% 0,04) adet somatik bitkicigin olustugu
goriilmektedir (Tablo 9). Olusan bitkiciklerin iki (% 0,31) adedi A41o0ymedyasina bir
(% 0,13) adedi de Agogymedyasina ait oldugu goriilmektedir (Tablo 9). Adoove
Aopymedyalarinin ikiside 100 g/l sukroz igermektedirler.B5 medya grubunda 7069
tomurcuk kiiltiire alind1 ve iki (% 0,03) adet somatik bitkicik olusumu kaydedildi
(Tablo 9). Inegdl hatt1 i¢in B5S medyasinda meydana gelen bitkiciklerin hepsi G1

medyasinda gelisim gosterdi.

Inegdl hattindaki somatik bitki olusumlarmna bakildiginda toplamda 13 (%
0,05) adet somatik bitki elde edildi (Tablo 9). Meydana gelen bitkilerin en iyi gelisim
gosterdigi medya MS medya grubundaki medyalar oldugu goriildii. F7 medyasindan
% 0,31 oraninda somatik bitki, F4 ve F8 medyalarindan % 0,26 oraninda, F12
medyasindan % 0,16 oraninda son olarak da F6 medyasindan % 0,15 oraninda
somatik bitki elde edildi (Tablo 9). BDS medya grubu igerisinden olan
Adopmedyasindan % 0,31 oraninda ve Agogmedyasindan % 0,13 oraninda olmak
izeretoplamda iki adet somatik bitki elde edilirken diger BDS medyalarindan hi¢
somatik bitki elde edilemedi (Tablo 9). B5 medya grubu somatik bitkinin en az elde
edildigi gruptur, bu grup igerisinden yalnizca G1 medyas1 % 0,29 oraninda somatik

bitki olusumu saglandi (Tablo 9).

Kartal Kalem genotipine ait 26599 adet tomurcuk kiiltiire alindi. Kiiltiirti
yapilan tomurcuklardan en yiiksek sayida somatik bitkicik ii¢ (% 0,31) ile BDS
medya grubunda bulunan Asgmedyasindan alindi (Tablo 10). BDS medya grubuna
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ait olan bagka hi¢gbir medyadan somatik bitkicik elde edilemedi. MS grubu medyalara
baktigimizda ise bir (% 0,17) adet F7 ve bir (%0,13) adet F8 medyasindan olmak
tizere iki adet somatik bitkicik olusumu gézlemlenebildi (Tablo 10). BS medya grubu
cesitlerinden sadece bir (% 0,12) adet G8 medyasinda somatik bitkicik meydana
gelmistir, bu grup igerisinde geriye kalan medyalarda somatik bitkicik olusumu

goriilmedi (Tablo 10).

Kartal Kalem hattindan elde edilen somatik bitkilerin BDS grubu medyalarda
% 0,31 oraninda Agmedyasinda oldugu goriilmektedir (Tablo 10). MS medya
grubunda iki ¢esit medyada somatik bitki olusumu goriilmektedir, bunlar sirasiyla %
0,17 ve % 0,13 oranlarinda F7-F8 medyalaridir (Tablo 10). En diisiik somatik bitki
olusum oraninin B5 medya ¢esitlerinden biri olan G8 medyasinda % 0,12o0ldugu

gozlemlendi (Tablo 10).
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Tablo 7 : Tarsus Uzun genotipinin somatik bitkicik ve bitki olusumu

EKILEN SOMATIK SOMATIK SOMATIK

MEDYA  TOMURCUK BITKICIK BITKIi BITKIYE
ADI SAYISI SAYISI - (%) SAYISI- (%) DONUSUM - (%)
A4(0) 660 0A 0A 0
A4(25) 630 0A 0A 0
A4(50) 762 0A 0A 0
AA4(75) 780 0A 0A 0
A4(100) 630 0A 0A 0
A(0) 660 0A 0A 0
A(25) 660 0A 0A 0
A(50) 630 0A 0A 0
A(75) 671 0A 0A 0
A(100) 720 0A 0A 0

Y BDS 6803 0 0 0
F 660 0A 0A 0
F1 540 0A 0A 0
F2 645 0A 0A 0
F3 594 0A 0A 0
F4 600 0A 0A 0
F5 600 0A 0A 0
F6 660 5(0,75) A 5(0,75) A 100
F7 600 1(0,16) A 1(0,16) A 100
F8 638 5(0,78) A 5(0,78) A 100
F9 690 5(0,72) A 5(0,72) A 100
F10 540 0A 0A 0
F11 575 0A 0A 0
F12 600 0A 0A 0
F13 600 0A 0A 0
F14 600 0A 0A 0

SMS 9142 16 (0,17) 16 (0,17) 100
G 570 0A 0A 0
G1 600 0A 0A 0
G2 660 0A 0A 0
G3 660 0A 0A 0
G4 570 0A 0A 0
G5 720 0A 0A 0
G6 600 1(0,16) A 1(0,17) A 100
G7 568 1(0,17) A 1(0,17) A 100
G8 713 0A 0A 0
G9 750 0A 0A 0

S B5 6411 2 (0,03) 2 (0,03) 100
STOPLAM 22356 18 (0,08) 18 (0,08) 100

* Ayni harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli derece de farklar
bulunmamaktadir (Tukey, P>0,05).
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Tablo 8 : Tarsus Kisa genotipinin somatik bitkicik ve bitki olusumu

. . . SOMATIK
EKILEN SOMATIK ~ SOMATIK  BITKIYE
MEDYA TOMURCUK BIiTKiCiK  BiTKi DONUSUM -
ADI SAYISI SAYISI - (%) SAYISI - (%) (%)
A4(0) 584 0A 0A 0
A4(25) 660 0A 0A 0
A4(50) 720 0A 0A 0
AL(75) 780 0A 0A 0
A4(100) 615 0A 0A 0
A(0) 660 0A 0A 0
A(25) 660 0A 0A 0
A(50) 648 0A 0A 0
A(75) 780 0A 0A 0
A(100) 802 0A 0A 0
Y BDS 6909 0 0 0
F 630 0A 0A 0
F1 630 0A 0A 0
F2 690 0A 0A 0
F3 600 0A 0A 0
F4 630 0A 0A 0
F5 690 0A 0A 0
F6 600 1(0,16) A 1(0,16) A 100
F7 660 1(0,15) A 1(0,15) A 100
F8 650 1(0,15) A 1(0,15) A 100
F9 690 9(1,30) B 9(1,30) B 100
F10 720 0A 0A 0
F11 570 0A 0A 0
F12 630 0A 0A 0
F13 620 0A 0A 0
F14 660 0A 0A 0
YMS 9670 12 (0,12) 12 (0,12) 100
G 660 0A 0A 0
Gl 573 0A 0A 0
G2 720 0A 0A 0
G3 660 0A 0A 0
G4 780 0A 0A 0
G5 600 0A 0A 0
G6 576 0A 0A 0
G7 579 1(0,17) A 1(0,17) A 100
G8 613 0A 0A 0
G9 720 0A 0A 0
YB5 6481 1(0,01) 1(0,01) 100
YTOPLAM 23060 13 (0,06) 13 (0,06) 100

* Ayni harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli derece de farklar
bulunmamaktadir (Tukey, P>0,05).
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Tablo 9: inegdl genotipinin somatik bitkicik ve bitki olusumu

SOMATIK SOMATIK SOMATIK

EKIiLEN BITKICIK BIiTKi BITKIYE
TOMURCUK SAYISI- SAYISI- DONUSUM
MEDYA ADI SAYISI (%) (%) - (%)
A4(0) 600 0A 0A 0
A4(25) 709 0A 0A 0
A4(50) 810 0A 0A 0
AA4(75) 683 0A 0A 0
A4(100) 633 2(0,31) A 2(0,31)A 100
A(0) 720 0A 0A 0
A(25) 630 0A 0A 0
A(50) 735 0A 0A 0
A(75) 653 0A 0A 0
A(100) 750 1(0,13) A 1(0,13) A 100
S BDS 6923 3(0,04) 3(0,04) 100
F 690 0A 0A 0
F1 613 0A 0A 0
F2 720 0A 0A 0
F3 676 0A 0A 0
F4 771 2(0,26) A 2(0,26) A 100
F5 600 0A 0A 0
F6 660 1(0,15 A 1(0,15) A 100
F7 630 2(0,31)A 2(0,31)A 100
F8 750 2(0,26) A 2(0,26) A 100
F9 750 0A 0A 0
F10 744 0A 0A 0
F11 690 0A 0A 0
F12 630 1(0,16) A 1(0,16) A 100
F13 630 0A 0A 0
F14 750 0A 0A 0
S MS 10304 8 (0,07) 8 (0,07) 100
G 690 0A 0A 0
G1 678 2(0,29)A 2(0,29)A 100
G2 660 0A 0A 0
G3 750 0A 0A 0
G4 690 0A 0A 0
G5 720 0A 0A 0
G6 690 0A 0A 0
G7 751 0A 0A 0
G8 705 0A 0A 0
G9 735 0A 0A 0
S B5 7069 2 (0,03) 2 (0,03) 100
STOPLAM 24296 13(0,05)  13(0,05) 100

* Ayni harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli derece de farklar
bulunmamaktadir (Tukey, P>0,05).
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Tablo 10: Kartal Kalem genotipinin somatik bitkicik ve bitki olusumu

SOMATIK SOMATIK SOMATIK

EKILEN BITKICIiK BIiTKIi Bi__TKng

MEDYA  TOMURCUK SAYISI- SAYISI- DONUSUM
ADI SAYISI (%) (%) - (%)
A4(0) 660 0A 0A 0
A4(25) 736 0A 0A 0
A4(50) 780 0A 0A 0
AA4(75) 841 0A 0A 0
A4(100) 750 0A 0A 0
A(0) 780 0A 0A 0
A(25) 801 0A 0A 0
A(50) 973 3(031))A 3(0,31)A 100
A(75) 720 0A 0A 0
A(100) 750 0A 0A 0

YBDS 7791 3(0,03) 3(0,03) 100
F 750 0A 0A 0
F1 765 0A 0A 0
F2 757 0A 0A 0
F3 750 0A 0A 0
F4 750 0A 0A 0
F5 870 0A 0A 0
F6 737 0A 0A 0
F7 630 1(0,17)A 1(0,17)A 100
F8 750 1(0,13)A 1(0,13)A 100
F9 750 0A 0A 0
F10 750 0A 0A 0
F11 750 0A 0A 0
F12 750 0A 0A 0
F13 920 0A 0A 0
F14 810 0A 0A 0

YMS 11489 2 (0,01) 2 (0,01) 100
G 780 0A 0A 0
G1 702 0A 0A 0
G2 740 0A 0A 0
G3 750 0A 0A 0
G4 750 0A 0A 0
G5 671 0A 0A 0
G6 736 0A 0A 0
G7 660 0A 0A 0
G8 810 1(0,12)A 1(0,12) A 100
G9 720 0A 0A 0

Y B5 7319 1 (0,01) 1 (0,01) 100
STOPLAM 26599 6 (0,02) 6 (0,02) 100

* Ayni harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli derece de farklar
bulunmamaktadir (Tukey, P>0,05).
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3.2 A . ampeloprasum Hatlarindan Elde Edilen Bitkilerin Ploidi

Diizeyinin Belirlenmesi

Ginogenesis ¢alismalarinda kullanilan A. ampeloprasum’ a ait dort hattan
(Inegdl, Kartal Kalem, Tarsus Kisa, Tarsus Uzun) elde edilmis olan bitkilerin
ploidi diizeylerini belirlemek i¢in Alan ve dig. (2007) tarafindan gelistirilmis olan

prosediirkullanildi.

Petri tabaklarinda meydana gelen ginogenik ve somatik bitkicikler biiyiime
medyasi iceren tiiplerin igerisine alindilar ve dort-bes adet yaprak olusumu
gdzlemlendiginde ise flow sitometri cihazi ile ploidi diizeyleri tespit edildi. I¢
kontrol amaci ile arpa bitkisi kullanildi.Analiz sonuglarina gore tetraploid bitki
hiicrelerinde 60 £1 pg/2C DNA oldugu tespit edilmis olup, bunun yar1 degeri olan
30 £1 pg/2C DNA igeren bitkiler ise diploid bitki olarak kabul edildi.
Calismalarda kullanilan Inegél, Kartal Kalem, Tarsus Kisa ve Tarsus Uzun
hatlarindan toplamda 131 adet ginogenik bitki test edildi, test edilen bitkilerin 84
(% 64,12) adedi diploid (2x) bitki, 46 (% 35,11) adedi tetraploid (4x) ve 1 (%
0,76) adedi ise mixoploid (2x+4x) olarak tespit edildi (Tablo 11).

Calismalarda elde edilen bitkiciklerin gelismesi sonucu 43 adet somatik
bitki flow sitometri ile test edildi. Tarsus Uzun genotipinden elde edilen bir adet
oktoploid (8x) bitki hari¢ geriye kalan 42 (% 97,67) adet bitkinin tamaminin
tetraploid (4x) oldugu tespit edildi (Tablo 12).
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Tablo 11: A. ampeloprasum hatlarinda ploidi diizeyleri belirlenen ginogenik bitkiler

Ploidi diizeyi

Test

edilen
Genotip bitki 2X (%) 4x (%) 8X (%) 2x + 4x(%)
Tarsus Kisa 38 22 (% 57,89) 15 (% 39,47) 0 1(% 2,63)
Tarsus Uzun 39 27 (% 69,23) 12 (% 30,76) 0 0
Kartal Kalem 37 23 (% 62,16) 14 (% 37,83) 0 0
Inegol 17 12 (% 70,58)  5(% 29,41) 0 0

Toplam 131 84 (% 64,12) 46 (% 35,11) 0 1(%0,76)

Tablo 12: A. ampeloprasum hatlarinda ploidi diizeyleri belirlenen somatik bitkiler

Ploidi diizeyi
Genotip Test edilen bitki  2x (%)  4x (%) 8x (%)
Tarsus Kisa 12 0 12 (% 100) 0
Tarsus Uzun 13 0 12 (% 92,30) 1(% 7,69)
Kartal Kalem 5 0 5 (% 100) 0
Inegdl 13 0 13 (% 100) 0
Toplam 43 0 42 (% 97,67) 1(%2,32)
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Sekil 5: A. ampeloprasum materyallerinin FCM analizi sonucu elde edilen
histogramlar1

A. Diploid (2x) A. ampeloprasum bitkisi B. Tetraploid (4x) A. ampeloprasum bitkisi C.
Oktoploid (8x) A. ampeloprasum bitkisi
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3.1 A.ampeloprasum Hatlarinda Morfolojik Ozellikler

In vitro ortamda {retimi gergeklestirilen bitkiler ploidi diizeyleri tespit
edildikten sonra igerisinde biiylime medyasi olan tiiplerden ¢ikarilarak kiigiik
saksilara aktarildi ve dis ortama adapte olmasi saglandi. Dis ortama adapte olma
asamasinda hem ginogenik hem de somatik bitkilerde kayiplar meydana geldi. Dis
ortama adapte olmay1 basaran bitkiler ise sera ortaminda biiylitiildiiler ve Temmuz
aymda bu bitkilerin boy, ¢ap ve tohum verimliligi 6zellikleri agisindan Olgiimleri

yapildi.

Calismalar sonucu elde edilen bitkilerin boy oOzellikleri karsilastirilirsa;
somatik bitkilerin boylar1 ginogenik bitkilerin boylarindan daha uzun olarak 6l¢iildii.
Somatik bitkiler arsindan en uzun boy 6l¢iisiiniin130 cm ile Tarsus Uzun ve 133 cm
ile Inegdl hatlarinda oldugu kaydedildi. Ginogenik bitkiler kendi icinde
karsilastirildiginda 2x genetigine sahip bitkiler 4x genetigine sahip olan bitkilere
gore daha kisa boyludurlar. Fakat bitki capina bakildiginda somatik ve ginogenik

bitkiler arasinda 6nemli derece de deger farkliliklar1 goriilmemektedir (Tablo 13).

Bitkilerden ¢ikarilip sayilan tohum sayilar1 ginogenik bitkilerde Kartal Kalem
genotipinden 1982 adet tohum, Tarsus Uzun genotipinden 1011 adet, Tarsus Kisa
genotipinden 155 adetve Inegdl genotipinden 135 adet elde edildi. Ginogenik
bitkilerde en iyi tohum verimi Kartal Kalem hattindan alindi. Somatik bitkilerde
1519 adet Tarsus Uzun hattindan, 1327 adet Inegdl hattindan, 1218 adet Kartal
Kalem hattindanve 820 adet Tarsus Kisa hattindan olmak iizere tohum sayis1 alindu.
Somatik bitkilerde en yiiksek tohum verimliligi Tarsus Uzun genotipinde goriildii
(Tablo 13).
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Tablo 13: A. ampeloprasumhatlarinda bitkilerin morfolojik 6zellikleri

Kaynak Yalanci Tohum

(Ginogenik /  Ploidi Bitki Tam  Gévde verimi
Genotip Somatik) Diizeyleri Boy (cm) Capi(mm) (adet)
Tarsus Kisa ~ Ginogenik 4x 93(%15,55) 23,3(x0,5) 155
Tarsus Kisa  Ginogenik 2X 42,5(x14,60) 10,15 (+0,6) -
Tarsus Kisa  Somatik 4x 115(+11,80) 22,54 (+6,71) 820
Tarsus Uzun  Ginogenik 4x 95,5(+3,41) 22,08(+1,32) 1011
Tarsus Uzun Ginogenik 2x 52,75(x 3,11) 11,01 (+ 1,56) -
Tarsus Uzun  Somatik 4x 130(+ 4,25) 22,00 (x2,45) 1519
Kartal Kalem Ginogenik 4x 109(+2,88) 21,47 (+2,96) 1982
Kartal Kalem Ginogenik 2X - - -
Kartal Kalem Somatik 4x 112(+ 2.88) 246 (+2,82) 1218
Inegol Ginogenik 4x 78,18(x5,36) 21,85(+3,81) 135
Inegol Ginogenik 2X 42,09(x3,32) 21,85 (+3,81) -
Inegol Somatik 4x 133(+9,19) 22,26 (+1,92) 1327

Sekil 6: Dis ortama aktarilan A. ampeloprasum bitkileri

A.Soldan saga sirasi ile Somatik Tetraploid-Ginogenik Tetraploid- Ginogenik Diploid B.

Umbel olusturan A. ampeloprasum bitkileri C.A. ampeloprasum umbellerinden ¢ikarilan

tohumlar
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4. TARTISMA

Ginogenesis uyartimi denemelerinde A. ampeloprasum hatlarinin (inegél,
Kartal Kalem, Tarsus Uzun, Tarsus Kisa) hepsinden cevap alinmistir ancak her
hattan alinan cevaplar farkli oranlarda olmustur. A. ampeloprasum bitkisine ait
bugiine kadar c¢ok fazla sayida olmasa da ginogenesis igin yapilan caligsmalar
mevcuttur (Smith ve dig.,1991; Keller, 1990). Calismalar sonucunda genel olarak

ginogenesis cevap oranlarinin diisiik oldugu kaydedilmistir.

Bu tez i¢in kullanilan doért adet A. ampeloprasum hatlar1 degisik oranlarda
sukroz ve biiyiime/farklilagma hormonlart i¢eren farkli 35 adet medyada kiiltiire
alindi. Denemelerde yaklasik 96 binin {istlinde tomurcuk kullanilmis olup bu
tomurcuklardan 157 ginogenik ve 50 adet somatik yesil bitki elde edildi.Albino bitki
gozlemlenmemistir.Elde edilmis olan bitkicikler biiyiik oranlarda bitkiye doniisiim
gostermislerdir. Sogan ginogenesisS c¢alismalarinda elde edilen sonuglara gore
ginogenezis verilen cevap ¢ok sayida resesif genle kontrol edildigi gosterilmistir
(Alan ve dig., 2016). Pirasada da ginogenesis alinan cevabin genetik temellere
dayandig1 diisiiniilebilir. Genel olarak hatlardan alinan ginogenesis cevaplar diisiik
oranlarda olmasmin sebebi tam bilinmemekle beraber genotipik etkiden kaynakli
olma ihtimali bulunmaktadir.Smith ve dig. (1991) tarafindan yapilmis olan ¢alismada
23 adet ginogenik pirasa bitkisi elde edilmis ve bu bitkilerin igerisinde sadece bir
adet diploid bitki oldugu ifade edilmistir. Schum ve dig. (1993) tarafindan yapilan
bagka bir ¢alisma sonucunda da bir adet dondr pirasadan 8 adet diploid ginogenik
bitkicik elde edilmistir, bu bitkiciklerin ise ti¢ adedinin albino oldugu ifade
edilmistir. Albinoluk bitkilerde fotosentez yapmaya engel bir durum olmasindan
dolay1 istenmeyen bir durumdur.Alan ve dig. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada
dort genotipten toplamda 103 adet ginogenik bitki elde edilmistir ve bu bitkilerin 64
adedinin diploid oldugu ifade edilmistir. Alan ve dig. (2016) tarafindan yapilan
calisma sonucu elde edilen verilerin benzer olmasi bizim ¢alismamizi
desteklemektedir. Gegmis yillarda A. ampeloprasum ‘a ait ginogenesis denemelerinin

az sayida olmasi sebebiyle sonuglar1 kiyaslama imkani fazla bulunmamaktadir.
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Kiiltiire alinan A. ampeloprasum hatlarinin (inegdl, Kartal Kalem, Tarsus
Kisa, Tarsus Uzun) medya c¢esitlerine ginogenik olarak verdikleri cevaplara
bakildiginda bazilarinda genel iken bazilarin da ise 6zgiil oldugu goriilmektedir. 35
adet medyanin 28 tanesinden % 0,10 ile % 2,54 araliginda cevap alinirken, yedi adet
medyadan (A4 ApFl, F5, F10, G, G5) cevap almamadi. Ginogenik cevap
alimamayan medyalarin bir tanesi (F1) hari¢ diger medyalarin igerisinde hi¢ sukroz
bulunmamaktadir. Cevap veren medyalara genel olarak bakildiginda 25 g/l ve iizeri
sukroz igeren medyalar olduklar1 goriilmektedir. Dort genotipin medyalara gore ayri
ayr1 cevap verme oranlarina bakacak olursak; Tarsus Uzun hatti ginogenik bitkicik
olusumunun en fazla meydana geldigi hattir ve en yiiksek oranda (% 2,54) A4 (100
medyasinda gelisim gosterdi. Tarsus Kisa genotipinden en yiiksek ginogenik bitkicik
orant (% 1,28) G4 medyasinda gozlemlendi. Kartal Kalem genotipi ise As) kodlu
medyada en yiiksek (% 0,97) ginogenik bitkicik gelisim oran1 gostermektedir. Son
olarak ginogenik bitkicigin en az gelisim gosterdigi genotip olan Inegdl hattinda en
iyl cevap veren medya % 0,63 orani ile F7 medyasidir. Gelisimin en yliksek
oranlarda goriildigii bu medyalarin (A4o0), G4, As), F7)biri hari¢ (F7) ortak
ozellikleri 100 g/1 sukroz bulundurmalaridir. Ginogenik bitkicik olusumunda cevap
veren 28 adet medyanin bes adedinin (A4 7s), Ad(100), Aoy, F4, G4) istisnasiz biitiin
genotiplerde gelisim gosterdigi kaydedildi.

Kiltirii  yapilan A. ampeloprasum hatlarindan somatik bitkiciklerin
medyalara gore gelisim oranlarina bakildiginda ise biitiin genotipler MS ve BS5
medya gruplarinda farkli sayilarda gelisim gostermistir. BDS medya grubunda ise
sadece Inegdl ve Kartal Kalem hatlarindan somatik cevap almirken Tarsus Kisa ve
Tarsus Uzun hatlarindan cevap almamamigtir. Kullanilmis olan dort genotipten
alman somatik bitkicik oranlart % 0,12-% 1,30 arasinda degismektedir.
Medyalardaki en yiiksek cevabt MS medya grubuna ait olan F9 (% 1,30 ) medyas1
verirken, en diisiik oranin BS medya grubu igerisindeki G8 medyasindan geldigi
gozlemlenmistir. Caligmada kullanilan dort genotip igeriginde sifir sukroz olan
medyalarin (A4, A, F, F5, F10, G ve G5 ) hicbirisinde somatik cevap
olusturmamustir, somatik olarak cevap olusturan medyalar 25 g/l ve {izerinde sukroz

iceren medyalar olmustur.
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Elde edilen sonuglara gore A. ampeloprasum hattinin BDS, MS ve B5 medya
gruplariin hepsinde ginogenesis uyartimina farkli oranlarda cevap verdigi ve ayni
zamanda da ginogenesis uyartimi i¢in sukroz konsantrasyonunun onemli oldugu
gbzlemlenmistir. A. ampeloprasum i¢in yapilan ginogenesis ¢alismalarindan biri olan
Schum ve dig. (1993) tarafindan yapilan deney sonucu arastirmacilar MS medya
grubunda 100 g/l sukroz iceren medyanin ginogenik bitki olusumunu destekledigini
kaydetmislerdir.Bohanec (2002) tarafindan yapilan Allium ¢alismasinda da MS ve
BDS medyalarindan ginogenesis i¢in benzer nitelikte gelisimler meydana geldigi
kaydetmislerdir. Celebi-Toprak ve Alan (2016) tarafindan yapilan pirasada
ginogenesis ¢alismasinda en yiiksek ginogenik bitkicik olusumunun 100 g/l sukroz
iceren BDS temelli medyada oldugu kaydedilmistir. Celebi-Toprak ve dig. (2016)
tarafindan yapilan bir baska calismada ise ginogenesis yontemi ile ginogenik bitki
elde edilmesinde en iyi gelisimin bitki biiylime diizenleyici hormon igermeyen, 100
g/l sukroz iceren MS temelli medyada gozlemlendigi ifade edilmigtir. A.
ampeloprasum adina bir baska ¢alisma Alan ve dig. (2016) tarafindan yapilmistir.
Arastirmacilar elde ettikleri verilere gore alinan ginogenesis cevaplarmin 50 g/l ve

tizerinde sukroz i¢ceren medyalardan oldugunu belirtmislerdir.

Uretimi  gergeklestirilen bitkilerin ploidi seviyelerinin tespit edilmesinde
giivenilir olan morfolojik bir degerlendirme teknigi bulunmamaktadir. Ploidi
seviyesinin tespitinde en giivenilir tekniklerden birisi bitki kok uglar1 kullanilarak
metafaz asamasinda iken kromozom sayimi yapilmasidir (Schum ve dig., 1993).
Fakat farklilagmis dokularda kromozom sayimi yapilamamaktadir (Keller ve Korzun,
1996). Bir bagka teknik olan FCM analizi ise DNA miktar1 degerlerine gore bitkilerin
ploidi seviyelerine gore ayrilmasina imkan saglamaktadir (Alan ve dig., 2003).Bu tez
calismasinda elde edilen ginogenik bitkilerin 131 adedi flow sitometri cihazi ile test
edilmis ve ~% 65 i diploid, ~% 35 i tetraploid ve bir adedi de miksoploid (2x+4x)
olarak belirlenmistir. Ginogenik pirasa bitkileri icerisinde test edilen bir adet
miksoploid (2x+4x) bitki olmasit diploid embriyolarin gelisimi sirasinda
kendiliginden gelisen kromozom katlamasi olabilecegini gostermektedir.Diploid
orant kromozom sayist yarilanmig bitki {retiminde basarili olundugunu
gostermektedir. Elde edilen somatik bitkilerde ise 43 adet bitkinin ploidi analizi
yapilmistir ve hemen hemen tamami (% 98) tetraploid olarak tespit edilmistir.

Yalnizca bir (% 1) adet bitkinin oktoploid oldugu kaydedilmistir.
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Ploidi diizeyleri tespit edilen bitkiler in vitro ortamdan in vivo’ya adaptasyonu
saglanarak alinmistir. Fakat bu asamada ve sera da gelisim sirasinda bitki kayiplar
yasanmustir ve bu kayiplarin ¢ogu diploid bitkilerde meydana gelmistir. Sera da
gelisimini tamamlayan bitkilerde boy ve ¢ap Ol¢limleri alinmistir ve karsilastirma
yapilmistir. Ginogenik bitkiler somatik bitkilerle, ginogenik tetraplod bitkilerle
ginogenik diploid bitkiler karsilastirilmistir. Genel olarak ginogenik bitki boylarinin
somatik bitki boylarindan daha kisa oldugu kaydedilmistir. Ploidi diizeyi tetraploid
olarak belirlenen ginogenik bitkiler ginogenik diploid olan bitkilere gére daha uzun
boyludurlar ve iyi gelisme gosterdikleri goriilmistiir.Alan ve Celebi-Toprak (2016)
tarafindan gerceklestirilen calisma sonucunda tetraploid bitkilerin ploidi seviyeleri
azaltildiginda bitkilerin boylarinin biiyiimesinde ve gelisimlerinde onemli derecede
azalma gozemlendiginin kaydedilmesi bizim ¢alisma sonucumuzu desteklemektedir.
Serada adaptasyon saglayarak biiyliyen bitkiler yaz doneminde beyaz, agik pembe ve
mor renklerde umbeller olusturarak ciceklenmislerdir. Tetraploid olan ginogenik
bitkilerin olusturdugu umbellerdeki c¢icek tomurcuklar1 diploid bitkilerin c¢igcek
tomurcuklarina gére daha iri yapiya sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Umbeller

kurutulmustur ve olusan tohumlar ¢ikarilarak tohum verimliligine bakilmuistir.

A. ampeloprasum’un iki yillik bir bitki olmasi, yiiksek derece de heterozigot
ozellik ve kendilenme depresyonu gostermesi gibi sebeplerden dolayr islahi zor
yapilan bitkidir. Bu yiizden ginogenesis yontemi ile 1slahinin yapilmasi bize zaman
tasarrufu saglamasi agisindan 6nemlidir. Medya igerigi ginogenesisi etkileyen 6nemli
sebeplerden biridir. Bu ¢alismadaki basari oraninin yapilan baska c¢aligmalara gére
daha yiiksek olmasinin sebebi farkli kombinasyonlarda medya ve farkli
konsantrasyonlarda sukroz kullanimina bagli oldugu disiiniilmektedir. Sukroz
bulundurmayan medyalarin bazilarindan ¢ok diisiik seviyelerde cevap aliniyorken
bazilarindan ise hi¢ cevap alinamamistir. Bitki biiylime hormonlar1 bulundurmayan
fakat sukroz iceren medyalarda da gelisim meydana geldigi goriilmistiir. Ayrica en
iyi cevap alman medyalarin 25 mg/l ile 100 mg/l arasinda sukroz bulundurdugu
gortilmekte olup ginogenesis cevap oranlarinda sukroz konsantrasyonu’nun énemli
oldugu diislinlilmektedir.Bu c¢alisma sonucunda antesis asamasindaki ¢icek
tomurcuklar1 kullanilarak ginogenesis yontemi ile ginogenik bitki iiretilebilecegi ve

tetraploid bitkilerden diploid bitki elde edilebilecegi kanitlanmistir. Calismamizdan
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elde edilen sonuglara gore biyoteknolojik yontemler kullanilarak yeni Tiirk pirasa

cesidi ve hibrit pirasa iiretim potansiyeli olabilecegi gosterilmistir.
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