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ALLIUM SANDRASICUM ‘DA IN VITRO KULTUR
OLUSTURULMASI VE REJENERANTLARIN KARAKTERIZE
EDILMESI
YUKSEK LISANS TEZI
ESRA ELVER
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR. FEVZIYE CELEBi TOPRAK)

DENIZLI, 2018

Calismada, Tiirkiye’ nin giineybat1 bolgesinde yetisen ve endemik bir
tir olan Allium sandrasicum’da in vitro kiltir olusturulmas: ve
rejenerantlarin karakterize edilmesi arastirilmistir. Calismada Pamukkale
Universitesi Bitki Genetigi ve Tarmmsal Biyoteknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nde (PAU BIYOM) yetistirilen alt1 adet A. sandrasicum
genotipi kullanilmistir. Kullanilan alt1 genotipin 2 tanesi farkli sukroz ve
bitki biiylime diizenleyici iceren MS ve BDS temelli 15 adet besi yerine
ekilmistir. Kalan dort genotip ise sekiz adet besi yeri kullanilarak kiiltiire
alinmustir.

Bu caligmada yaklasik 20 bin adet agmamis ¢igek tomurcugu kiiltiire
alimmistir. Alti genotip i¢in kullanilan 15 besi yerinin yedi tanesindeki
tomurcuklar somatik ve sekiz tanesindeki tomurcuklar ginogenik uyartima
cevap vermistir. Kullanilan besi yerlerine ekilen tomurcuklardan alinan
cevaplar somatik uyartim igin % 0,07 ile % 25,30 arasinda degismekte olup
bu oran ginogenik uyartim i¢in % 0,09 ile % 16,7 arasinda yer almaktadir.
Denemelerde elde edilen sonuglar A. sandrasicum’un ginogenik uyartimi
icin tomurcuklarin en iyl cevap verdigi besi yerinin bitki biiyiime
diizenleyici icermeyen ve 100 g/l sukroz iceren F4 besi yeri (% 2,42)
oldugunu gdstermistir. Somatik embriyogenesis i¢in en iyi cevap veren
tomurcuklarm oldugu besi yeri 1 mg/l NAA, 8 mg/l 2iP ve 50 gr/l sukroz
iceren F7 besi yeri (% 23,55) olarak belirlenmistir. A. sandrasicum’da
ginogenesis i¢in bitki bliylime diizenleyici icermeyen ve yiiksek
konsantrasyonda sukroz (50 g/l ve 100 g/l) bulunduran besi yerlerinin daha
etkili oldugu bulunmustur.

Elde edilen ginogenik bitkilerin 59 tanesi ve somatik bitkilerin 99
tanesi flow sitometri ile analiz edilmistir. Ginogenik bitkilerin 32 (% 54,2)
tanesi haploid, 16 (% 27,1) tanesi diploid ve 11 (% 18,6) tanesi miksoploid
oldugu tespit edilmistir. Somatik bitkilerin 84 tanesi diploid, 12 tanesi
tetraploid ve ti¢ tanesi miksoploid olarak bulunmustur.

Flow sitometri analizi yapilan bitkiler dig ortama alistirilmak 2:1
oraninda torf — perlit igeren karisima dikilerek Once biiylime kabinine
konmus daha sonra seraya transfer edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Allium sandrasicum, ginogenesis, in vitro



ABSTRACT

ESTABLISMENT OF IN VITRO CULTUR OF ALLIUM
SANDRASICUM AND CHARACTERIZATION OF REGENERANTS
MSC THESIS
ESRA ELVER
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR. FEVZIYE CELEBI TOPRAK)

DENIZLIi, 2018

In this thesis, making in vitro tissue culture and characterizing
regenerants in Allium sandrasicum which is one of the endemic species and
grown in southwestern part of Turkey was studied. Six A. sandrasicum
genotypes were grown in Pamukkale University Plant Genetics and
Agricultural Biotechnology Application and Research Center (PAU
BIYOM) and used in this study. MS and BDS based 15 media containing
different concentrations of sucrose and plant growth regulators were used
for two of six genotypes. Rest of them (four genotypes) were cultured in
eight of these 15 media.

In this study, approximately twenty thousands unopened flower buds
were cultured. Seven of 15 media gave a response to somatic induction and
eight of those were responsive to gynogenic induction. The ratio of somatic
and gynogenic plantlet formation from all six genotypes were from 0.07% to
25.30% and 0.09% to 16.7%, respectively. The results showed that the best
responsive media for gynogenesis induction for A. sandrasicum is MS-based
medium containing 100 gr/l sucrose and no plant growth regulator (F4) with
2.42% ratio. It was resulted that the best responsive medium for somatic
embryogenesis is MS-based medium containing 50 gr/l sucrose and 1 mg/L
NAA, 8 mg/L 2IP (F7) with 1.30% ratio. It was concluded that media
without plant growth regulators and high sucrose concentration (50 g/l and
100 g/I) were more effective for gynogenic induction in A. sandrasicum.

DNA content of 59 gynogenic and 99 somatic plants were tested by
using flow cytometer. 32 (54.2%), 16 (27.1%) and 11 (18.6%) of tested
gynogenic plants were determined as haploid, diploid and mixoploid,
respectively. 84 (84.84%) of 99 tested somatic plants were diploid and 12
(12.12%) of them were found as tetraploid. Three (3%) of tested somatic
plants were determined as mixoploid.

All plants were planted into small pots filled with peat and perlite
(2:1) mixture after ploidy determination. After that, they were put into
growth chamber for acclimation process and then transferred into green
house for further growth..

KEYWORDS: Allium sandrasicum, gynogenesis, in vitro
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ONSOZ

Endemik bir tiir Allium sandrasicum’da in vitro kiiltiir olusturulmasi ve
rejenerantlarin karakterize edilmesi amaciyla bu g¢alismay1r tez konusu olarak
Ooneren danisman hocam Prof. Dr. Fevziye Celebi Toprak’a, tez calismasi
siiresince bana gosterdigi sabir ve yaptigr yardimlardan dolay1 tesekkiir ediyor,
sevgi ve saygimi yilirekten sunuyorum.

Tezimin jiiri iiyesi olan Prof. Dr. Ali Ramazan Alan’a da tez boyunca
yardim ve destegini esirgemedigi i¢in ¢ok tesekkiir ediyorum. Ayrica yaptigi
yardimlardan dolay1 da Dr. Ogr. Gor. Arzu Kaska‘ya da tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismast boyunca bana vermis olduklari destek ve yardimlardan
dolay1 arkadaslarim Selda Akgiin ve Salim Baris basta olmak iizere tiim PAU
BIYOM ekibine tesekkiir ediyorum. Tezimi destekleyen Pamukkale Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (PAU BAP) Arastirma Fonu’na
da ayrica tesekkiir ederim.

Okula bagladigim ilk giinden beri maddi ve manevi destegini esirgemeyen,
her zaman arkamda olacaklarini hissettiren annem Fadim Aslan, babam Memduh
Aslan, ablam Ayse Safak, abim Halit Aslan’a ve tanistigimiz andan itibaren
egitimim ic¢in beni her zaman destekleyen esim Baris Elver’e de sonsuz
tesekkiirlerimi ve sevgimi sunuyorum.

Esra ELVER
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1. GIRIS

Giliniimiizde bilimsel ve teknolojik gelismelerden dolay1r ortalama insan
omrili uzamig, diinya niifusu artmistir. Tarim alanlarinin son sinirlarina ulagsmis
olmasindan dolay1 artan diinya niifusuna var olan besin {iretimi yetersiz kalmis, bu
yilizden var olan tarim alanlarindan daha fazla verim alabilmek i¢in modern bitki

1slahina baslanmustir.

Bitki 1slahi, bitkilerin genetik acidan iyilestirilip gelistirilmesi anlamina
gelmektedir. Bitki 1slahinin tarihi tarimin baslamasina kadar uzanmaktadir.
Yerlesik yasama gecen insanlar besin ihtiyacim karsilamak icin gesitleri bitkileri
ekip bi¢gmislerdir. Her y1l en iyi verimde ve 6zellikteki bitkilerin tohumlar1 alinip
bir sonraki yila saklanmistir. Boylelikle bir anlamda yabanil tiirlerin glinimiizdeki
bitkiler haline ulasmasina katkida bulunmuslardir. Bu sekilde ilk 1slah ¢alismalari
baslamistir. Bilimsel anlamda ise 1slah g¢aligmalarinin baglangici 19. yiizyila
uzanmaktadir. Bu donemde Charles Darwin tarafindan ortaya atilan “seleksiyon”
kavrami ve Gregor Mendel tarafindan yapilan “melezleme” ¢aligmalart bilimsel
anlamda 1slah caligsmalarinin baglamasina katkida bulunmustur. Bu sayede bilingli

bir sekilde bitkilere istenilen yeni 6zellikler kazandirilmaya baslanmistir.

Bilimsel anlamda yapilan bitki 1slahini klasik ve modern 1slah olarak ikiye
ayrrabiliriz. Klasik 1slah, melezleme ve seleksiyona dayalidir. Bu yontemde siireg
tiir i¢i ¢aprazlama yapilip daha sonra seleksiyon ile istenilen 6zelliklere sahip
bitkiler secilerek ilerlemektedir. Bu sekilde yapilan 1slah uzun zaman almakta ve
her bitki tiirii i¢in uygulanabilirligi aym 6l¢iide verimli olmamaktadir. Ayrica
bitkilerin ekilmesi i¢in biiyiik alanlar ve fazla miktarda is giicii gerektigi i¢in
maliyeti yliksektir. Bu gibi sorunlarin {stesinden gelmek i¢in modern 1slah
yontemleri  kullanilabilir.  Modern 1slahta  “biyoteknolojik”  yontemler
kullanilmaktadir. Mutasyon 1slahi, protoplast fiizyonu, haploidizasyon ve
transformasyon biyoteknolojik bitki 1slahinda kullanilan yontemler arasinda

gosterilebilir.



Allium’larda klasik yontemleri kullanarak islah yapmak zordur. Ciinkii
Allium’lar ikinci yil ¢i¢eklenen, agik tozlanma egilimi olan, kendileme
depresyonu ve yiiksek oranda heterozigotluk gosteren bitkilerdir. Klasik 1slah ile
iyi Ozelliklere sahip hatlarin iiretilmesi ¢ok uzun yillar alabilir. Ayrica bu
yontemle tamamen homozigot hatlarin elde edilmesi miimkiin degildir. Bu

noktada modern 1slah yontemlerinden yararlanilabilir.

1.1 Allium’larm Genel Ozellikleri

Allium cinsi diger 14 cins ile beraber Amaryllidaceae familyasinda yer alir
(Chase ve dig., 2009). Allium cinsi yaklasik 850 tiirii iginde barindirir (Wheeler ve
dig., 2013) ve bu tiirlerin biiyiik bir kismi1 Kuzey Yarim Kiire’de bulunmaktadir
(Fritsch ve Friesen, 2002). Kuzey Yarim Kiire’de yer alan Allium’larin en biiyiik
paymi Orta ve Gliney Asya’da yer alan tiirler olusturmakta olup ikinci en biiytlik
pay Kuzey Amerika’da yayilim gosterenlere aittir (Friesen ve dig., 2006).
Bunlarin yaninda az sayida Giliney Yarim Kiire’de bulunan tiirleri de vardir (De

Sarker ve dig., 1997).

Allium’lar kullanim alanlar1 olarak gesitlilik gosterebilir. Bazi tiirleri gida
sektoriinde sebze ve baharat olarak kullanilmakta olup ekonomik agidan oldukga
onemli bitkilerdir. A. cepa (bas sogan), A. ampeloprasum (pirasa), A. sativum
(sarimsak) ve A. schoenoprasum (gayir sogani) en yaygin yenilebilir Allium tiirleri
arasinda yer almaktadir (Nguyen ve dig., 2008). Allium’larim bir¢cok c¢esidi
bahgelerde, figilarda, kesme cigekler, kuru cicekler veya saksi bitkileri olarak
diinya ¢apinda kullanilmaktadir. Ayrica bu bitkiler tibbi ve aromatik bitkiler
olarak da kullanilmaktadir (De Hertogh and Le Nard, 1993; Bijl, 1995;
Kamenetsky and Fritsch, 2002).

Allium cinsi igerisinde yer alan tiirler ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Soganlari
zarli yapidadir. Toprak altinda yer alan kisimlarini bas ve kokler olusturur iken
toprak iistii kistmlarii yapraklar, ¢icekler, stamenler ve brakteler olusturmaktadir.
Cicekleri sapin u¢ kisminda semsiye seklindedir. Tepalleri tek halka ya da i¢ ice
geemis birbirinden bagimsiz iki veya ii¢ halka seklinde siralanmigtir. Stamenleri

de tepaller ile benzer dizilime sahip olup bazilar1 dip kisimda birlesmistir.
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Ovaryum ii¢ bolmeli yapiya sahiptir ve her bir bolme iki ya da ii¢ ovul igerir.
Tohumlar1 siyah renkte olup koseli veya yuvarlak yapiya sahip olabilirler (Fritsch
ve Friesen, 2002; Kaska, 2013).

1.2 Tiirkiye’deki Allium tiirleri

Tiirkiye cografik konumu, ¢esitlilik gosteren iklimleri, farkli toprak yapisi
ve jeolojik oOzelliklerinden dolayr c¢ok sayida bitki c¢esidine ev sahipligi
yapmaktadir. Bu bitki toplulugu i¢inde en fazla tiirii barindiran gruplardan biri de
Allium cinsi bitkilerdir. Tiirkiye’deki Allium‘lar ~170 tiirden olusur ve bu tiirlerin
~70 adedi endemiktir (Ozhatay, 2000; Giiner, 2012). Antalya hem genis bitki
floras1 hem de endemik tiirler agisindan oldukca zengin bir bolgedir. Avrupa’daki
toplam endemik bitki sayis1 ~2750 iken Antalya’da ~600 adet endemik bitki tiirii
bulunmaktadir (Ekim ve dig., 2000; Altan, 2000). Bu endemik tiirlerden birisi de
A. sandrasicum L. dir.

1.3 Allium sandrasicum L.

A. sandrasicum L. Tiirkiye’'nin giineybati bolgesinde yetisen bir Allium
endemik tiiriidiir. Diploid kromozom sayisina sahiptir (2n=2x=16) (Ozhatay,
2002). Haziran ayinda ¢i¢eklenmesi baglar ve birgok tohum tiretebilir. Bu bitkinin
yapraklar1 ve yalanci govdeleri yetistigi cografyada hem ¢ig olarak hem de
pisirelerek tliketilmektedir. A/lium’larin botanik, taksonomik, ve ekolojik
ozellikleri ile ilgili bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. A. sandrasicum ile ilgili
yayinlagsmis az sayida yaym mevcuttur. Son olarak A. sandrasicum ‘da ekim
yapilmadan once soguk tedavilerinin biiylime ve ¢igeklenme tizerindeki etkilerini
belirleme caligmalar1 yapilmistir (Karagiizel ve Baktir, 2011). Fakat bu tiirlin
islaht ile ilgili bir ¢aligma yapilmamistir. Allium ¢esitlerinin 1slah siirecini
kisaltacak biyoteknolojik yontemlerden ginogenesis yolu ile endemik hatlarinin
gelistirilmesi hem bilimsel hem de ekonomik agidan 6nemli kazanimlar

saglayacaktir. Bu c¢alismada tilkemizde endemik olan Allium sandrasicum L.



hatlarindan elde edilecek olan ginogenik bitkilerin 6zelliklerinin tespit edilmesi

amaglanmstir.

1.4  Haploidizasyon

Somatik hiicrelerinde gametik hiicrelerindeki kadar kromozom bulunduran
bitkilere haploid bitkiler denir (Chen ve dig., 2011). Farkli metodlar kullanarak
gametik hiicrelerden haploid bitki elde etme siirecine ise haploidizasyon denir.
Bazi bitkilerde kendiliginden haploidizasyon oldugu gézlenmistir fakat bu oran
oldukca diisiiktiir. Blakeslee ve dig. (1922) tarafindan yapilan calismada da
kendiliginden haploid Datura stramonium bitkisi elde edilmistir. Kasha (1974)
100’den fazla angiospermde kendiliginden haploidizasyon oldugunu belirtmistir.
Ayrica seftali, kayisi, erik ve armut gibi bazi meyve agaclarinda kendiliginden
haploidizasyon oldugu gézlenmistir (Zhang ve dig., 1990). Kendiliginden haploid
bitki elde etme oranm1 ¢ok diisik oldugu icin bilim insanlar1 uyartilmis
haploidizasyona yonelmistir. Bu sayede hem kontrolli bir sekilde hem de sayica
fazla haploid bitkiler elde etmeyi amaglamiglardir. Androgenesis ve ginogenesis

bu amacla kullanilan tekniklerden bazilaridir.

1.4.1 Androgenesis

Androgenesis, in vitro’da mikrospor veya anter kullanilarak yapilan
haploidizasyon yontemidir. 1922°de dogal haploidlerin bulunmasindan yaklagik
40 yi1l sonra Guha ve Maheswari (1964) anter kiiltiirii yaparak Datura innoxia’dan
haploid bitkiler iiretmislerdir. Ilerleyen siireclerde arpa, tiitiin, bugdayin da i¢inde
bulundugu bir¢ok bitki tiirlinde erkek gamet temelli embriyogenez (androgenesis)

caligmalar1 yapilmistir (Forster ve dig., 2007).

1.4.2 Ginogenesis

Ginogenesis de androgenesis gibi bir haploidizasyon yoOntemidir.

Déllenmemis oviil ya da ovaryumdan in vitro’da haploid bitki elde etme siirecine
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ginogenesis denir. Androgenesis ile haploid bitki elde etmenin basarisiz oldugu
bitkilerde alternatif bir yontem olarak kullanilabilir (Atanassov ve dig., 1995). Bu
yontem ilk olarak 1976’da arpada dollenmemis yumurta kullanilarak yapilan
calisma ile gelistirilmistir (San Noeum, 1976). Bugiline kadar ginogenesis ile ilgili
arpa disinda da birgok bitkide calismalar yapilmistir. Hosemans and Bossoutrot
(1983) seker kamisi lizerinde yaptiklar: calismada erkek steril bitkilerin oviillerini
kiltlire alarak haploid bitkiler elde etmislerdir. Van Geyt ve dig. (1987) yaptiklar
caligmada ise seker kamisinda ginogenesis ile haploid bitki elde etme siirecini bir
adim daha ileri tagiyarak sadece erkek steril degil ayn1 zamanda erkek fertil seker
kamiginin oviill ve ovaryumunu kullanarak haploid bitkiler elde etmislerdir.
Castillo & Cistue (1993) yayimlanan ¢alismalarinda arpada (Hordeum vulgare L.)
dollenmemis ovaryum kiiltiirii  kullanarak haploid bitkiler elde etmeyi
basarmiglardir. Shalaby (2007) kabakta ginogenesisi uygulamis ve basarili
olmustur. Ginogenesis uyartimina olumlu cevap veren bir bagka bitki de sogandir

(Muren, 1989; Bohanec ve dig., 1995; Alan ve dig., 2004).

Ginogenesis uyartimi sonucu bitki elde etmeyi etkileyen faktorler vardir.
Bu faktorler arasinda donér bitkinin genotipi, oviillerin gelisim asamasi, donor
bitkiye uygulanan 06n uygulamalar, besiyerinin icerigi ve bitki biiyiime
diizenleyicileri (Plant Growth Regulators — PGR) en etkili olanlaridir (Chen ve
dig., 2011).

Dondr bitkinin ¢esidi, biiylime kosullar1 ve niteligi ginogenesise cevap
verme oranini etkilemektedir. Gioffriau ve dig. (1997) soganda genotip ile
ginogenesis arasinda bir bag oldugu gostermislerdir. F1 hibridleri ve yakin akraba
melezlenmesi sonucu elde edilen donor bitkilerden agik tozlanan dondr bitkilere
oranla daha yiiksek oranda haploid bitki elde edildigi ifade edilmistir. Bu sonug
yapilan baska arastirmalarla da desteklenmistir (Alan, 2004). Bohanec ve Jakse
(1999) tarafindan yapilan ¢alismada Amerika’dan elde edilen bitkilerin Avrupa ve
Japonya’dan gelenlere gore ginogenesis uyartimina ¢ok daha iyi cevap verdigi
tespit edilmigtir. Farkli cografyalardan elde edilen genotiplerin farkli oranlarda
haploid bitki vermesi de genotipin bu uygulamadaki etkisini agik¢a
gostermektedir. Ayrica yapilan birgok caligmada bitki tiiriiniin ginogenesise ya da

androgenesise cevap vermeyi etkiledigi gozlemlenmistir. Keller (1990) yaklasik



100 bin anter ve 25 farkli besi yeri kullanarak yaptig1 ¢alismada androgenik bitki
elde edememistir. Bir baska calismada da Shalaby (2006, 2007) kabakta anter
kiiltiirtiniin cevap verdigi besi yeri igcerigini kullanarak ovaryum kiiltiirii yapmayi
denemis fakat cevap alamamistir. Baska tiirlerde de benzer durumlarla
karsilagilmistir. Aymi  sartlar altinda kiiltire alinan Nicotiana tobacum
ovaryumlarmin N. rustica’ya ait olan ovaryumlardan yaklasik 10 kat daha fazla
embriyo olusturdugu tespit edilmistir (Wu ve Chen, 1982). Tiim bu c¢alismalar ve
sonuglar gbz Oniine alindiginda dondr bitki se¢imi ginogenesis uyartim

basarisinda oldukea etkilidir.

Oviillerin kiiltiire alinirken bulunduklar1 gelisim asamasi in vitro’da, disi
gametten haploid bitki eldesi uygulamalarinda sonucu etkilemektedir. Oviillerin
gelisim asamasinin cevap verme oranina etkisi bir bitki tiirtinden diger bitki
tiriine gore degismekle birlikte, genel olarak ele alindiginda en iyi sonuglarin
olgunlagmis ya da olgunlasmaya yakin embriyo kesesine sahip olan bitkiler
kiiltiire alindiginda elde edilen sonuglar oldugu gozlemlenmistir (Hoseman and
Bossoutrot,1983; San Noeum and Gelebart, 1986; Ge 'mes-Juha’sz ve dig., 2002).
Guizotia abyssinica bitkisinde yapilan ¢alismada antesisten bir giin 6nce kiiltiire
allman yumurta kiiltiirleri ginogenesise cevap verirken iki ya da {li¢ giin Once
alianlarin cevap vermedigi belirtilmistir (Bhat ve Murthy, 2007). Birg¢ok bitki
tiirlinde embriyo kesesi ya da oviiliin gelisim asamasina iliskin farkli sonuglar elde
edilmistir. Yapilan ¢alismalar ile birlikte, sonuclar farkli olmasina ragmen her
bitki tiirlinde disi gamet hiicrelerinden bitki elde etmek i¢in oviiliin ve embriyo

kesesinin en iyi sonug verdigi bir gelisim asamasi oldugu gosterilmistir.

Bitkide gametofit asamadan sporofit asamaya ge¢cmek oldukca zor bir
stirectir. Ginogenesis yolu ile disi gametten bitki eldesi siirecini saglayabilmek
icin baz1 6n uygulamalar yapilabilir. Bu 6n uygulamalarin amaci bitkide stres
olusturmaktir. Stres faktorii ile bitki neslini devam ettirmek i¢in dollenme
olmaksizin gametten yeniden bitki liretme slirecine girer. Stres i¢in en ¢ok
kullanilan 6n uygulamalar arasinda kiiltiirleri diislik ya da yiiksek sicakliga maruz
birakma, karanlik ortamda tutma ve a¢ birakma gosterilebilir. Hiyarda yapilan bir
caligmada kiiltlirler iki, iic ve dort giin boyunca 35 °C sicaklifa maruz

birakilmigtir ve sonuglar degerlendirilmistir. Bu ¢alismada sicaklik sok



uygulamasinin bitkicik olusumunu artirdig1 gézlemlenmistir (Diao ve dig., 2009).
Bhagyalakshmi (1999) safranda karanlik ve sicakligin uyartima etkisini test
etmistir. Elde edilen sonuglar 15 °C ve 20 °C’de kiiltiir basladiktan 30 gilin sonra
karanlik ortama konulan 6rneklerin 16 saat 1sikta tutulanlara gére daha yliksek
oranda cevap verdigini gostermistir. Bu ve benzeri ¢alismalar 6n uygulamalarin
bitkide stres olusturarak gamet hiicrelerinden embriyogenesise doniisiim

saglayabilecegini gostermektedir.

Besi yeri ortaminin igerigi ginogenesis uyartimini etkileyen bir baska
faktor olarak gosterilmektedir. Azot kaynagi, bitki biiyliime diizenleyici igerigi,
karbonhidrat kaynagi veya konsantrasyonu degistirilerek modifiye besi yerleri
elde edilmektedir (Chen ve dig., 2011). Genel olarak bakildiginda ginogenesis
icin uygulanabilecek tek bir besi yeri prosediirii yoktur. Ierikler farkl1 bitkilerde
farklilik gosterebilir. Misirda ovaryum kiiltiirii yaparken %12 oraninda sukroz
konsantrasyonu etkili iken bugdayda bu oran %6 kadardir (Truong-Andre and
Demarly, 1984; Mukhambetzhanov, 1992). Ayni tiir i¢inde dahi farkli sukroz
konsantrasyonu tomurcuklarin cevap verme oranini etkilemektedir. Alan ve dig.
(2016a) pirasada yaptigt calismada 12 farkli besi yeri kullanmis olup
tomurcuklarin en iyi verdigi cevaplar 50 g/l ya da daha yiiksek oranda sukroz
iceren besi yerlerinden gelmistir. Amino asit ve vitaminler de bazi bitkilerde
ginogenesis uyartim oranini artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Prolin ve glisin
kullaniminin dut bitkisinde embriyo olusumunu olumlu yonde etkiledigi ifade
edilmistir (Thomas ve dig., 1999). Bitki biiyiime diizenleyicilerinin ¢esidi ve
konsantrasyonu da birgok bitki tiiriinde disi gametten embriyo gelisimine katki
saglamaktadir. Kielkowska and Adamus (2010), dollenmemis havug oviiliini
kiiltiire alirken indol-3-asetik asit (IAA) iceren besiyeri kullandiklarinda embriyo
olusumu tetiklenirken (%0.63); 2,4-D ve BAP igeren besi yerleri kullandiklarinda
kallus olugumu tetiklenmistir (%1.34). Tiim bu yapilan ¢alismalar ve bulgular besi
yeri igeriginin ginogenesis uyartiminda ve rejenerasyonda onemli bir roliiniin

oldugunu ispatlamaktadir.

Ginogenesis yontemi disi gametleri kullanarak ¢ok kisa siirede saf hatlar
elde etmeyi saglamaktadir. Saf hatlar sayesinde o tiire ait iyi olan 6zellikler ortaya

cikarilmaktadir. Ayrica klasik 1slah ile ortaya ¢ikartilmasi oldukga zor olan resesif



ozelliklerin ortaya ¢ikartilmasinda da oldukga etkilidir. Ginogenesis; 1slah siiresini
kisaltmak, saf hatlar elde etmek, ekonomik ve is giicii bakimindan tasarruf etmek

icin modern bir 1slah yontemi olarak tercih edilmektedir.

1.4.3 Allium’larda ginogenesis

Allium‘lar ¢ok yillik otsu bitkilerdir ve ikinci yillarinda ¢igeklenirler. Agik
tozlanan bu cinse ait tiirlerin 1slah1 kendileme depresyonu gosterdikleri igin klasik
yontemler kullanilarak 6-10 yil siirebilir. Giinlimiizde bu sorunu asmak i¢in kisa
sirede saf hatlar elde etmeyi saglayan ginogenesis yonteminden

faydalanilmaktadir (Bohanec ve Jakse, 1995).

Allium tiirlerindeki ilk ginogenesis uyartimi Muren (1989) tarafindan A.
cepa’da yapilmigtir. Daha sonraki yillarda da yine A. cepa’da ginogenesis
uyartimi Keller (1990), Campion ve Alloni (1990), Campion ve dig. (1992) ve
Bohanec ve Jakse (1995) tarafindan denenmis ve ginogenik bitki olusumu
gdzlemlenmistir. Oncelikle A. cepa’da baslayan déllenmemis yumurtadan haploid
bitki eldesi daha sonra diger Allium’larda da uygulanmaya baglanmistir. Alan ve
dig. (2003) A. cepa ve A. roylei tiirlerini ¢aprazlayarak olusturduklari bitkilere
ginogenesis uygulamig, sonucunda haploid bitki eldesi saglamislardir. Pirasaya
(A. ampeloprasum) ait agmamis ¢icek tomurcuklarmin farkli besi yerleri
kullanilarak kiiltiire alindigi ve kromozom sayisi yarilanmis bitkilerin elde
edildigi ¢alismalar yapilmistir (Keller ve Korzun, 1996; Chen ve dig., 2011;
Kaska, 2013; Alan ve dig., 2016a; Akgiin, 2018). Cayir sogan1 olarak da bilinen
A. tuberosum tiiriinde de haploid bitki eldesi i¢in ginogenesis uyartim ¢alismalari
yaptlmistir ve ginogenik bitki olustugu belirtilmistir (Celebi-Toprak ve dig.,
2013).

Allium’larda hem haploid bitki eldesi hem de somatik rejenerasyon ile
ilgili bir¢ok doku kiiltiirii ¢aligmasi yapilmasina ragmen A. sandrasicum ile ilgili
boyle bir ¢calisma mevcut degildir. Bu ¢alisma A. sandrasicum’un doku kiiltiirtinde
kullanildigr ilk ¢alisma olmasinin yan1 sira endemik bir tiir olan bu bitkinin 1slah1

icin oldukca biiylik bir 6nem tasimaktadir.



1.5  Ploidi Seviyesinin Tespiti

Ginogenesis ve somatik uyartim sonucu elde edilen bitkilerin karakterize
edilirken in vitro’dan in vivo’ya transfer edilmeden once ploidi seviyeleri
belirlenmektedir. Ploidi seviyesi farkli metotlar kullanilarak yapilabilir. Bitkinin
kok uclarindan 6rnekler alinip gerekli kimyasallarla hiicre bolinmesi durdurulup
ve kromozomlar uygun boyalarla boyandiktan sonra metefaz safhasindaki
hiicreler mikroskop altinda bulunarak kromozom sayimi yapilabilir. Bu yontem
oldukca dogru sonu¢ vermesine ragmen ¢ok zaman almakta ve her zaman
kromozom sayimina uygun hiicre bulmak zor olmaktadir(Ochatt, 2008). Bunun
disinda stoma yogunlugu ve biiyiikliigii (Dolezel ve dig., 1994; Van Duren ve
dig., 1996), polenlerin biyiikligii (Zonneveld ve dig., 2001) veya hiicre
biiylikliigli (Hao ve dig., 2002) bazi arastirmacilar tarafindan kullanilmasina
ragmen giivenilirligi ¢cok yiiksek degildir. Niikleer DNA miktar1 ve ploidi seviyesi
arasinda bir iligki vardir. Bu yiizden bitkinin ploidi seviyesi tespiti yapilirken flow
sitometri kullanmak giivenilir ve hizli sonuglar vermektedir (Ramulu ve Dijkhuis,
1986; De Laat ve dig., 1987). Flow sitometri ile ploidi tespiti yapilirken
orneklerin uygun dokular1 kesilerek ve i¢ kontrol olarak DNA miktart bilinen
bagska bir tiire ait dokulardan eklenerek tampon bir c¢ozeltide pargalanir.
Hazirlanan siispansiyon lazer 1s18inin taniyacagi bir boya yardimi ile boyanarak
cihaza yerlestirilir. Cihaz i¢indeki kanallardan gecip analiz sonucu bilgisayar

ekraninda 1s1ma orani olarak goriilmektedir (Alan ve dig., 2003).



2. MATERYAL VE METOT

2.1  Bitki materyali

Bu calismada Akdeniz Bolgesi’ne endemik olan alti farkli Allium
sandrasicum genotiplerinden bitkiler kullanilmistir. Bitkisel materyal, Pamukkale
Universitesi Bitki Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden (PAU BIYOM) tedarik edilmistir. PAU BIYOM’dan tedarik edilen
bitki materyalinin A. sandrasicum tiiriine ait oldugu PAU biyoloji boliimii
tarafindan teyit edilmistir. A. sandrasicum’a ait bitki érnegi PAU biyoloji
herbaryumunda korunmaktadir. Herbaryum adi ve numarasi: Herb. M. Cicek
No0:2017-8-1.

2.2  A.sandrasicum biiyiime kosullar:

A. sandrasicum bitkisine ait genotipler 2:1 oraninda torf ve perlitten olusan
karisim  kullanilarak hazirlanan 7 litrelik saksilara dikilmigtir. Mart-nisan
aylarinda ¢igcek sap1 olugsmaya baslamistir. Cicek sap1 olustuktan sonra umbeller
bliylimeye devam eder ve antesis donemi baglar. Antesis ¢i¢eklerin agmast ve
fonksiyonel olma siirecini tanimlayan bir terimdir. A. sandrasicum i¢in antesis ilk

olarak haziran ortasinda baglamis olup temmuz ortasina kadar devam etmistir.

2.3  A.sandrasicum tomurcuklarinin alinmasi ve sterilizasyonu

Antesis asamasina gelen umbellerdeki cigeklerin yaklasik %20’lik bir
kismi agtiktan sonra tomurcuklar1 ginogenesis uyartimi i¢in hazirdir (Sekil 1B).
Bu seviyedeki umbeller kesilip dikkatlice etiketlendikten sonra laboratuvarda
icinde su bulunan kaplara alinmistir. A¢mamis olan tomurcuklar makas ile
kesilmistir (Sekil 1C). Kesilen tomurcuklar siizeklere alinmis ve etiketlenmistir.

Oncelikle %70°lik etil alkolde 30 saniye bekletilmistir. Bu islemden hemen sonra
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% 20 klorak (¢camasir suyu) + % 0.1’lik Tween 20 + distile su igeren sterilizasyon
soliisyonu igerisinde 30 dakika bekletilmistir (Sekil 1D). Bu agsamadan sonra siireg
steril kabin icerisinde devam ettirilmistir. Steril kabin igine alina siizeklerin
bulundugu kaplardaki sterilizasyon soltisyonu 30 dakikanin sonunda dikkatlice
bosaltilmistir. 3 kere 10’ar dakikalik periyotlar halinde otoklavlanmig steril su
icerisinde yikanarak tomurcuklarda kalmis sterilzasyon soliisyonunun uzaklagmast
saglanmistir. Steril hale gelmis ve yikanmis tomurcuklar steril kurutma
kagitlarinin (Whatman Paper) iizerine bosaltilarak kurumasi beklenmistir (Sekil

1E). Kuruyan tomurcuklar kiiltiire alinmigtir.

24  A. sandrasicum’un ginogenik ve somatik wuyartimi icin

kullamlan besi yerlerinin icerikleri

Bu ¢alismada temel besi yeri olarak BDS (Dunstan ve Short, 1977) ve MS
(Murashige ve Skoog, 1962) kullanilmistir. Temel besi yerlerine bitki biiyiime
diizenleyicileri eklenerek modifiye edilmistir (Bohanec ve Jakse, 1999; Alan ve
dig., 2004) (Tablo 1). MS ve BDS temel besi yerlerine 24-
diklorofenoksiasetikasit (2,4-D) ve benzil amino piirin (BAP) ile naftalen asetik
asit (NAA) ve 2-izopenten adenin (2IP) eklenerek farkli  sukroz
konsantrasyonlarinda modifiye besi yerleri olusturulmustur. Besi yerleri
hazirlanirken sivi stok ¢ozeltiler kullanilmis olup sukroz ilavesi de besi yeri
hazirlanirken yapilmistir. Hazirlanan besi yerleri uygun pH derecelerine NaOH
(Sodyum hidroksit) ve HCI (Hidroklorik asit) kullanilarak getirilmistir. Bu pH
degerlerit MS icin 5.8 ve BDS i¢in 6’dir. Gerekli pH’a ulastiktan sonra katilastirici
madde eklenmistir. Katilastirici olarak agar kullanilmistir. Hazirlanan besi yerleri
sterilizasyonu saglamak amaciyla otoklavda 121°C sicaklikta ve 1 atmosfer
basingta 20 dakika boyunca tutulmustur. Sterilizasyonu saglanan besi yerleri 65-
70°C sicaklikta iken 90x15 mm’lik Petri tabaklarma yaklasik 30 ml dokiilerek

donmaya birakilmistir.
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Tablo 1: A. sandrasicum uyartimi i¢in kullanan besi yeri igerikleri

Icerik
Oksin Sitokinin Karbon Katilastirica

Uyartim 24-D NAA BAP 2ip Sukroz Agar (g/l)
ortami (mg/l) (mg/l)  (mgll) (mg/l) () gart
®BDS temelli
Ao 2 - 2 - 0 7
Asg 2 - 2 - 50 7
Avoo 2 - 2 i 100 7
Adq i - - i 0 7
Ads - - - - 50 7
Ady i . . . 100 7
®MS temelli
F i - - i 0 8
F2 i - - i 50 8
F4 . - - . 100 8
F5 - 1 - 8 0 8
F7 - 1 - 8 50 8
F9 - 1 - 8 100 8
F10 2 - 2 - 0 8
F12 2 - 2 - 50 8
F14 2 - 2 - 100 8

*BDS (Dunstan ve Short, 1977)
°MS (Murashige ve Skoog, 1962)

25 A. sandrasicum tomurcuklarinin kiiltiire alinmasi

Sterilizasyonu tamamlanan agmamis tomurcuklar boyutlarina gore biiytik,

orta ve kiigiik olarak ayrilmustir. Igeresinde bitki bilyiime diizenleyici bulunan

veya bulunmayan farkli sukroz konsantrasyonlarina sahip BDS ve MS temelli besi

yeri igeren 90x15 mm’lik Petri tabaklarina yaklasik 20 bin adet tomurcuk

boyutlarina gore ayrilarak kiiltiire alinmistir (Tablo 2). Boyutlara biiyiik, orta ve

kiigiik olarak adlandirma yapilmistir (Tablo 3). Her bir Petri tabagma 30 adet

tomurcuk konulmustur. Kontaminasyonu engellemek icin iki sira Parafilm

kullanilarak kapatilmistir. Bu tomurcuklarin yaklasik %3’likk bir kismi
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kontaminasyondan dolay1 atilmigtir. Kiiltiire alina tomurcuklar bilgisayar ve yazili
olarak kayit altina alinmis olup, ilerleyen siireclerdeki goézlemler icin gerekli
diizen olusturulmustur. Tiim kiiltiirler 22 °C’de 16 saat 151k alan ve 8 saat karanlik

olan doku kiltiiri odasma ilerleyen siirecte gozlemleri yapilmak {izere

konulmustur.

Sekil 1: A. sandrasicum bitkisine ait tomurcuklarin kiiltiire alinma asamalar1

A. A. sandrasicum bitkisi B. Antesis asamasina gelmis tomurcuklar
C.Tomurcuklarin kesilmesi D. Tomurcuklarin ylizey sterilizasyonu E. Kurutma
kagidina alinmis tomurcuklar F. Tomurcuklarin ilgili besi yerine ekilmesi G.

Ekilen tomurcuklarin Parafilmlenmesi
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Tablo 2: Besi yerlerine gore alt1 genotipe ait ekilen tomurcuklar

GENOTIP
MEDYA ADI ASL1 ASL2 ASL3 ASL4 ASL5 ASL6
A4(0) 210 420 180 180 180 180
A4(50) 120 390 - - - -
A4(100) 720 570 150 240 120 240
A(0) 180 210 150 150 150 150
A(50) 300 120 - - - -
A(100) 839 420 300 240 120 180
F 120 90 120 120 120 120
F2 176 90 - - - -
F4 1379 922 360 330 90 270
F5 300 300 - - - -
F7 502 360 - - - -
F9 1170 240 - - - -
F10 180 120 150 150 150 150
F12 180 150 - - - -
F14 417 540 120 90 90 110

Tablo 3: Genotiplere gore tomurcuk boyutlarini ortalama ¢aplari

TOMURCUK BOYUTU

Biiyiik(mm) Orta (mm) Kiiciik(mm)
ASL1 >2,1 >1,5 >1,1
ASL?2 >2,3 >1,7 >1,4
ASL3 >2,3 >1,7 >1,4
ASL4 >2,3 >1,7 >1,4
ASL5 >2,1 >1,5 >1,1
ASL6 >2,3 >1,7 >1,4

2.6 A.sandrasicum kiiltiirlerinde yapilan gozlemler

Doku kiiltiirii odasindaki A. sandrasicum kiiltiirleri haftada bir kez kontrol
edilmistir. Bakteri veya mantar kontaminasyonu olan Petri tabaklart hemen doku
kiiltiiriinden uzaklastirilmigtir. Parafilmleri yipranan tabaklara yeni Parafilm

cekilerek olas1 kontaminasyon riskleri ortadan kaldirilmaya ¢alisilmistir. Yaklasik
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iki buguk-iic ay sonra tomurcuklar ginogenesis uyartimina cevap vermeye
baslamislardir. Ayni zamanda somatik rejenerasyon da gozlenmistir. Olusan
bitkicikler tomurcugun i¢inden geliyorsa ginogenik, dis kismindan geliyorsa
somatik olarak adlandirilmistir. Yapilan tiim degisiklik ve gozlemler kayit altina

alimustir.

2.7  Ginogenik ve somatik A. sandrasicum bitkiciklerinin

biiyiimeleri

Uyartima ginogenik veya somatik olarak cevap veren tomurcuklar
belirlenmistir (Sekil 2A ve Sekil 2C). Bu tomurcuklar ve bitkicikler, gelisimlerini
daha iyi devam ettirebilmeleri icin BDS temelli bitki biiyiime diizenleyicileri
icermeyen ve igerisinde 30 g/l sukroz bulunan biiylime besi yerleri kullanilarak
hazirlanan Petri tabaklarna aktarilmistir (Sekil 2B ve Sekil 2D). Burada
gozlemlerine devam edilen bitkicikler belirli biiyiikliige ulasinca kok ve yaprak
gelisiminin daha rahat ilerleyebilmesi i¢in, icerisinde ayni biiylime besi yeri
bulunan tiiplere almmistir. Tiipler tekrardan doku Kkiiltiiri odasma alinip
gozlemleri yapilmistir (Sekil 2E). Tiim yapilan ¢alismalar bu asamada da kayit

altina alinmistir.
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Sekil 2: A. sandrasicum‘da ginogenik ve somatik cevaplar

A. Tomurcuktan gelen ginogenik bitkicik B. Biiyiime besi yerinde bitkiye
doniisen ginogenik bitkicikler C. Somatik bitkicik olusumu D. Biiyiime besi
yerinde bitkiye doniisen somatik bitkicikler E. Tiiplere aktarilmis ginogenik ve

somatik bitkiler

2.8 A.sandrasicum bitkilerinin ploidi seviyelerinin analizi

Kok ve yapraklart belirli boyuta gelen bitkiler (lig-dort yaprakli) ploidi
analizi i¢in hazirlanmistir. Ploidi analizi yapilacak her bir bitkiye ileride
olusabilecek karisikligi engellemek amaciyla bir numara verilmistir ve bu
numaraya karsilik gelen bitki kiiltiire alimindan itibaren aktarildigi biitiin besi
yerleri ile birlikte kayit altina alinmistir. Steril kabin i¢inde, tliplerdeki bitkilerin
yapraklarindan steril makas yardimi ile dokular kesilmistir. Petri tabaklarina
icerisine alinan dokular zaman kaybetmeden buz tizerine alinmistir. Ploidi analizi
yapilacak bitkilerden 50 mg ve i¢ kontrol olarak kullanacagimiz Lactuca
sativa’dan (marul) yaklasik 5 mg alinarak iizerine 1 ml NIB (nuclei isolation
buffer) ¢ozeltisi eklenmistir. NIB ¢6zeltisinin igerigi Tablo 4’de gosterilmistir.

Jilet yardimi ile kiiglik parcalara kesilerek hiicre g¢ekirdeginin disari ¢ikmasi
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saglanmistir. Daha sonra lizerine 0,5 ml daha NIB ¢ozeltisi eklenerek bir filtre
yardimi ile Eppendorf tiiplerinin icine siiziilmiistir. Hazirlana 6rnekler buza
koyulmustur. Ornekler test edilmeden énce 10 pl 1 mg/ml’lik propidium iodide
(PI) eklenerek vortekslenmistir ve orneklerin sicaktan etkilenip bozulmamasi i¢in
test edilinceye kadar buzda bekletilmistir. Hazir olan 6rneklerin ploidi seviyesi ve
DNA miktarlart flow sitometri (Beckman Coulter Cell Lab Quanta SC Flow
Cytometer) ile dl¢lilmiistiir (Sekil 3A-3l).

Sekil 3: A. sandrasicum bitkisinin flow sitometri ile DNA miktarinin ve ploidi
seviyesinin tespiti

A. A. sandrasicum bitkisinin ploidi analizi i¢in uygun seviyeye gelmis bitki B.
Analiz igin kesilen yapraklar (buzda) C. NIB tampon ¢o6zeltisi D. Marul ve A.
sandrasicum igeren Ornegin hazirlanmasi E. Filtreden gegirilen o6rnekler F.
Omegin PI ile boyanmas1 G. Ornegin vortekslenmesi H. Ornegin flow sitometri
cthazina yerlestirilmesi |. Analizi yapilan 6rnege ait DNA miktarin1 gdsteren

histogram
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Tablo 4: NIB? (Nuclei isolation buffer) icerigi

Kimyasal Kimyasal Miktari Final Konsantrasyon
Miktari

HEPES 360 mg 15mM

Na2EDT 37,22 mg 1mM

KCI 597 ma 80mM

NaCl 116.9 ma 20 mM

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

Siikroz 10.3 300 Mm

Spermin 17.4ma 0.5Mm

PVP-40 1lg %1

% NIB soliisyonu hazirlandiktan sonra pH degeri 7,5 olarak ayarlanir ve
kullanmim zamanina kadar-209C de saklanabilir

2.9  A.sandrasicum bitkilerinin in vivo’ya transfer edilmesi

Flow sitometri ile DNA miktarlar1 ve ploidi seviyeleri belirlenen A.
sandrasicum bitkilerinden somatik olanlar (2n=2x, 2n=2x+4x ve 2n=4x) dis
ortama aktarilmak i¢in hazirlanmistir. Aktarilacak bitkilere kod verilerek ilerleyen
siireclerde karisiklik yasanmasi onlenmistir. 2:1 oraninda torf-perlit kullanilarak
hazirlanan karigim aktarim Oncesi otoklavlanarak sterilizasyonu saglanmistir.
Kigiik botyuttaki (~100 ml) saksilara doldurularak gerekli neme ulasincaya kadar
steril su ilave edilmistir. Aktarilacak olan bitkiler dikkatlice tiiplerden
cikartilmistir. Kok kisimlart musluk suyu ile hasar vermeden yikanmigtir (Sekil
4B). Daha sonra dikkatlice saksilara dikimi ger¢ekestrilmistir (Sekil 4D). Naylon
poset yardimi ile kapatilmistir (Sekil 4E). Naylon poset in vitro’dan in vivo’ya
geciste gerekli nemi saglamak amaciyla kullanilmigtir. Hazirlanan bitkiler
biiyiitme kabininde 17-18°C’de tutulmustur. Diizenli olarak topragin nemi kontrol
edilmis ve gerekli oldugu durumlarda su eklenmistir. Yaklasik 10 giin sonra
naylon posette yeteri miktarda su damlacig1 olustugunda, posetlere jilet yardimi
ile ¢izik atilmigtir. 10-15 giin sonra ise posetler tamamen ¢ikartilmistir. Bitkiler
yeterli biiylikliige ulastiginda daha biiyiik saksilara aktarilmistir ve bir siire daha
bliylitme kabininde tutulmustur (Sekil 4F-4I). Son asamada ise bitkiler seraya
aktarilmigtir ve biiylimeleri gézlenmistir ( Sekil 4A-41).
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Sekil 4 : A. sandrasicum bitkilerinin dis ortama transferi

A. Dis ortama transfer edilecek bitki B. Koklerin yikanmasi C. Yikanmis bitki D.
Bitkinin topraga dikilmesi E. Naylon poset ile bitkinin kapatilmasi F. Biiyiitme
kabininde yeterince biiylimiis bitki G. Bitkinin daha biiyiik saksiya aktarilmas1 H.
Daha biiyiik saksiya aktarilmis bitki |. Aktarilmis ve etiketlenmis saksilar

2.10 A. sandrasicum’da yapilan c¢ahismalar sonucu elde edilen

verilerin istatiksel analizi

A. sandrasicum’da ginogenik ve somatik uyartim sonucu elde edilen
veriler istatiksel olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede Minitab
programindan yararlanilmistir. Elde edilen veriler karsilastirilirken Tek yonli
Varyans Analizi (ANOVA) testi kullanilmis olup Tukey ile besi yeri kiyaslamasi
da yapilmstir.
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3. BULGULAR

A. sandrasicum uyartimi ¢aligmalarinda yaklagik 20 bin kadar tomurcuk
kiltiire alinmistir. Bu tomurcuklar boyutlarina gore biiylik, orta ve kiiclik olarak
ayrilmistir. Kiiltiire alindiktan birka¢ giin sonra tomurcuklar agmistir. 15 giinliik
stire icerisinde biiyiikliikleri artmistir. Yaklagik {i¢ ay sonra ginogenik bitkicikler
tomurcuklarin iginden ¢ikmaya baglamigtir. Somatik olanlar ise bazal kisimdan ve

olusan kallus iizerinden rejenere olamaya baslamistir.

Uyartim besi yerlerine A. sandrasicum bitkisinin alti farkli genotipine
(ASL1, ASL2, ASL3, ASL4, ASL5, ASL6) ait yaklasik 20 bin adet tomurcuk
kiiltiire alimmistir. ASL1 ve ASL2 genotipleri icin BDS (Ao, Aso, A1oo, Ady, Adsp,
Adin) ve MS (F, F2, F4, F5, F7, F9, F10, F12, F14) temelli 15 adet besi yeri
kullanilmistir. ASL3, ASL4, ASLS5 ve ASL6 genotipleri i¢in dort adet BDS (Ao,
Ajoo, Ady, Adig) ve dort adet MS (F, F4, F10, F14) temelli besi yerleri
denenmistir. Bu besi yerleri hazirlanirken farkli oranda sukroz (0, 50, 100 gr) ve
farkli oran ve kombinasyonda bitki biiylime diizenleyicileri olan oksin (2,4-D,
NAA ) ve sitokinin (BAP ve 2IP) eklenerek modifiye edilmistir. Tomurcuk
boyutunun ginogenesis uyartimina etkisi bakilirken ASL1 ve ASL2 genotipleri
dort adet besi yerine (A1oo, Ad100, F4, F14) kiiltlire alinmistir. Her bir denemeden

farkli oranlarda cevaplar alinmistir.

3.1  Ginogenesis Uyartimmna Gelen Cevaplar

ASLI1 ve ASL2 genotipleri i¢in biitiin besi yerlerindeki ginogenik cevap
verme oranina bakilmistir. ASL1 genotipinden BDS temelli alt1 farkli besi yerine
(Ao, Aso, Ao, Ado, Adsy, Adyyp) toplamda 2369 tomurcuk ekilmistir. Bu
ekimlerden yedi (%0,30) adet ginogenik bitkicik elde edilirken, bir (%0,17)
tanesi bitkiye doniismiistiir. Elde edilen bitkicik tamaminin A4iqo besi yerinde
gelistigi gozlenmistir. Ad1op besi yerine toplamda 720 adet tomurcuk ekilmistir.
Bu besi yerindeki tomurcuklarin cevap verme orani bitkicik gelisimi i¢in % 0,97

ve bitki i¢in % 0,55 olarak bulunmustur. Bu besi yerinden elde edilen bitkiciklerin
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bitkiye doniigiim oran1 % 57,4 olarak belirlenmistir. Diger besi yerlerine (Ao, Aso,
Ao, Ady, Adsy) ekilen tomurcuklardan ginogenik bitkicik elde edilememistir
(Tablo 5). ASL1 genotipi MS temelli dokuz adet besi yeri (F, F2, F4, F5, F7, F9,
F10, F12, F14) kullanilarak 4424 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. Toplamda 51
(% 1,15) adet bitkicik ve 27 (%0,61) adet bitki elde edilmistir. Bu bitkicik ve
bitkiler F4, F7 ve F9 besi yerlerine kiiltiire alinan tomurcuklardan elde edilmistir.
F4 besi yerine 1379 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. Bu denemeden 37 (%2,68)
adet bitkicik ve 23 (%1,67) adet bitki elde edilmistir. F7 besi yerine 502 adet
tomurcuk kiiltiire alinmig olup deneme sonucunda 10 (% 1,99) adet ginogenik
bitkicik ve li¢ (% 0,59) adet ginogenik bitki olusumu gorilmistir. ASLI
genotipinden F9 besi yerine 1170 adet tomurcuk ekilmistir. Ginogenik uyartim
denemesi sonucunda bu besi yerinde dort (% 0,34) adet bitkicik ve bir (% 0,09)
adet bitki olugsmustur. MS temelli besi yerlerinden elde edilen bitkiciklerin bitkiye
doniisiim oran1 % 25 ile % 62,16 arasinda degismektedir. Diger alt1 besi yerinde
bitkicik ya da bitki gelisimi gozlenmemistir (Tablo 5). ASL1 genotipi i¢in
kullanilan besi yerlerinin ginogenik bitkicik olusturma oranlar1 karsilastirildiginda
F4 ve Ajp besi yerleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. Ginogenik
bitki olusturmalar1 kiyaslandiginda ise F4 besi yerinin F9 ve Ao besi yerleri
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. ASL2 genotipine ait BDS temelli
alt1 besi yerine toplamda 2130 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. Bu deneme
sonucunda Adsy, Adig Ve Asg besi yerlerine ekilen tomriurcuklardan 12 (% 0,56)
adet bitkicik ve 6 (% 0,28) adet bitki elde edilmistir. A4sy besi yerine 390
tomurcuk kiiltiire alinmistir ve 2 (% 0,51) adet bitkicikten 1 (% 0,26) adet bitkiye
dontlisim gozlenmistir. Ad1go besi yerine 570 adet tomurcuk ekilmis olup sonug
olarak 8 (% 1,40) adet bitkicik ve 3 (% 0,52) adet bitki elde edilmistir. Aso besi
yerine 120 adet tomurcuk Kkiiltiire alinmistir. Cevap olarak iki (% 1,67) adet
bitkicik ve iki (% 1,67) adet bitki olusmustur. BDS temelli besi yerlerine kiiltiire
alinan tomurcuklardan gelen bitkiciklerden bitki elde edilme oran1 % 37,5 ile %
100 arasindadir. Ag, Ao Ve A4y besi yerlerindeki tomurcuklardan bitkicik
olusumu goézlenmemistir (Tablo 5). MS temelli dokuz adet besi yeri i¢in ASL2
genotipinden 2812 adet tomurcuk kullanilmistir. Bunun sonucunda F2, F4 ve F7
besi yerlerine ekilen tomurcuklardan 17 (% 0,60) adet ginogenik bitkicik ve 12 (%
0,43) adet ginogenik bitki elde edilmistir. F2 besi yerine 90 adet tomurcuk kiiltiire
alimmustir. Bu kiiltiirlerden bes (% 5,55) adet bitkicik ve dort (% 4,44) adet bitki
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olusmustur. F4 besi yerine 922 adet tomurcuk ekimi yapilmistir. Kiiltiirlerden 10
(% 1,08) adet bitkicik ve yedi (% 0,80) adet bitki elde edilmistir. Bir baska
bitkicik elde edilen besi yeri olan F7 besi yerine 360 adet tomurcuk kiiltiire
alimmistir. Bu deneme sonucunda iki (% 0,55) adet bitkicik ve bir (% 0,28) adet
bitki olusumu gozlenmistir. ASL2 genotipine ait olusan bitkiciklerin bitkiye
doniistimii MS temlli besi yerlerinde % 50 ile % 80 arasinda degismektedir. MS
temelli diger besi yerlerinde (F, F5, F9, F10, F12, F14) bitkicik ve bitki gelisimi
gozlenmemistir (Tablo 6). ASL2 genotipine ait 15 adet besi yerine kiiltiire alinan
tomurcuklarin ginogenik bitkicik olusturma orani arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamuistir. Ayn1 genotipe ait tomurcuklarin farkli besi yerlerindeki ginogenik
bitki olusturma oranlar1 arasinda ise istatiksel olarak fark bulunmustur. ASLI ve
ASL2 genotipleri karsilastirildiginda ginogenik bitkicik ve bitki sayisina gore

yalnizca Asg besi yerinde istatiksel olarak fark bulunmustur.

ASL3, ASL4, ASLS5 ve ASL6 genotiplerine ait genotipleri i¢in BDS (Ay,
Ao, Ady, Adig) ve MS (F, F4, F10, F14) temelli sekiz adet besiyeri
kullanilmistir. 2910 tanesi BDS temelli besi yerine 2540 tanesi MS temellilere
olmak {izere biitlin besi yerlerine toplamda 5450 adet tomurcuk ekilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda Ajgg, Adigo, F4 besi yerlerine kiiltliire alinan ¢igcek

tomurcuklarindan ginogenik cevap alinmistir.

Aio besi yerine toplamda 840 adet tomurcuk ekilmistir. Bu besi yerine
ekilen ASL3 genotipine ait 300 tomurcuktan iki (% 0,67) adet bitkicik ve bir (%
0,33) adet bitki elde edilmistir. ASL4 genotipinden 240 adet tomurcuk kiiltiire
alinmis olup, sonug olarak ii¢ (% 1,25) adet ginogenik bitkicik ve ii¢ (% 1,25) adet
ginogenik bitki elde edilmistir. ASLS5 genotipine ait 120 adet ¢icek tomurcugu
kiiltiire alinmigtir. Deneme sonucunda dort (% 3,33) adet ginogenik bitkicik ve
dort (% 3,33) adet ginogenik bitki olusmustur. ASL6 genotipinden 180 adet
tomurcuk ekilmis olup, ginogenik bitkicik ve bitki olusumu gozlenmemistir. A1go
besi yeri kullanilarak farkli genotiplerden elde edilen bitkiciklerden bitki olugsma
yiizdesi % 50 ile % 100 arasinda degisim gostermektedir (Tablo 7). ASL3, ASLA4,
ASL5 ve ASL6 genotiplerine ait Ajgo besi yerine kiiltiire alinan tomurcuklarin
ginogenik bitkicik ve bitki olusturmalar1 arasinda istatistiksel olarak fark

bulunmamastir.
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Adqyo besi yerine ASL3, ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerinden toplamda
750 adet ¢icek tomurcugu ekilmistir. Bu tomurcuklarin 150 tanesi ASL3
genotipine aittir. Ekilen tomurcuklardan iki adet (% 1,33) bitkicik ve bir (% 0,67)
adet bitki elde edilmistir. ASL5 genotipinden 120 adet tomurcuk kiiltiire alinmis
olup dokuz (% 7,50) adet ginogenik bitkicik ve yedi (% 5,83) adet ginogenik bitki
olusumu gozlenmistir. ASL6 genotipinden 240 adet tomurcuk kiiltiire alinmstir.
Sonug olarak bir (% 0,42) adet bitkicik ve bir (% 0,42) adet bitki elde edilmistir.
ASLA4 genotipine ait 240 tomurcuk kullanilmis olup herhangi bir ginogenik cevap
gozlenmemistir. ASL3, ASLS5S ve ASL6 genotiplerinden Ad4ioo besi yeri
kullanilarak elde edilen bitkiciklerin bitkiye donilistim orani sirasiyla % 50, %
77,78 ve % 100 olarak belirlenmistir (Tablo 7). A4igp besi yerine ekilen dort
genotipe ait tomurcuklarin ginogenik bitkicik olusturmasi karsilastirildiginda
ASL4 ve ASLS genotipleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. Ayni
besi yerindeki bitki olusturma oranlar kiyaslandiginda ASLS genotipine ait
oranin ASL4 ve ASL6 genotiplerinin oranindan istatistiksel olarak farkli oldugu

tespit edilmistir.

F4 besi yerine ASL3, ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerine ait 1050 adet
tomurcuk kiiltiire alinmistir. ASL3 genotipinden 360 adet tomurcuk ekilmis olup
dort (% 1,11) adet bitkicik ve iki (% 0,56) adet bitki elde edilmistir. F4 besi yerine
ASL4 genotipine ait 330 adet tomurcuk ekilmistir. Deneme sonucunda dokuz (%
2,73) adet ginogenik bitkicik ve dort (% 1,21) adet bitki olusumu goriilmiistiir. 90
adet ASLS5 genotipinden tomurcuk kullanilmis olup 15 (% 16,7) adet ginogenik
bitkicik ve 14 (% 15,6) adet ginogenik bitki elde edilmistir. ASL6 genotipinden
270 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. Bunun sonucunda alt1 (% 2,22) adet bitkicik
ve iki (% 0,74) adet bitki olusumu gozlenmistir. F4 besi yerine ekilen dort
genotipe ait tomurcuklardan olusan bitkiciklerin bitki olusturma oran1 % 33,33 ile
% 93,33 arasinda degismektedir (Tablo 7). F4 besi yerine kiiltiire alinan ASL3,
ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerinden elde edilen bitkicik ve bitki orani
karsilastirildiginda ASLS5 genotipiyle diger {i¢ genotip arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmustur. ASL3, ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerine ait Ag, Ady, F, F10
ve F14 besi yerlerine ekilen tomurcuklardan ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

gbzlemlenmemistir (Tablo 7).
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Tablo 5: ASL1 genotipinin MS ve BDS temelli besi yerlerindekinginogenik
bitkicik ve bitki olusumu

Besi Yeri Ekilen Cevap Ginogenik  Ginogenik Gln_og_emk
Ad1 Tomurcuk Veren Bitkicik  Bitki Sayisi Ef't!?'y.e
Sayist Tomurcuk Sayist (%) (%) Doniisiim
Sayisi (%) (%)
Ado 210 0 0AB 0 AB 0
Adso 120 0 0AB 0 AB 0
Ad100 720 6(0,83) 7(0,97) AB 4(0,55) AB 57,14
Ao 180 0 0AB 0 AB 0
Aso 300 0 0AB 0 AB 0
A100 839 0 0B 0B 0
Y'BDS 2369 6 (0,25) 7 (0,30) 4(0,17) 57,14
F 120 0 0 AB 0 AB 0
F2 176 0 0 AB 0 AB 0
F4 1379 20 (1,45) 37(2,68) A 23(1,67) A 62,16
F5 300 0 0 AB 0 AB 0
F7 502 0@ P& 30598 30
F9 1170 4(0,34) 4(0,34) AB 1(0,09 B 25
F10 180 0 0AB 0 AB 0
F12 180 0 0AB 0 AB 0
F14 417 0 0 AB 0 AB 0
YMS 4424 34(0,77)  51(1,15)  27(0,61) 52,94

* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05.
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Tablo 6: ASL2 genotipinin MS ve BDS temelli besi yerlerindeki ginogenik
bitkicik ve bitki olusumu

. Cevap . . . . Ginogenik
Besi Yeri Ekilen Veren G".‘Og.eT“k qugemk Bitkiye
Tomurcuk Bitkicik Bitki e
Ad1 Sayist Tomurcuk Sayisi (%) Sayisi (%) Doniisiim
Sayisi (%) (%)
Ado 420 0 0 0B 0
Adso 390 2(051) 2(©05)A ! (2’56) 50
Ad100 570 8(140) 8(L40)A ° (2’852) 37,5
Ao 210 0 0 0AB 0
Aso 120 2(1,67) 2(167)A 2(167)A 100
A100 420 0 0 0B 0
BDS 2130 12 (0,56) 12(0,56)  6(0,28) 50
F 90 0 0 0B 0
F2 90 5(555) 5(555A 2 (X’E‘;M) 80
F4 922 10(1,08) 10(1L08) A ' (2’880) 70
F5 300 0 0 0B 0
F7 360 2(055) 2(055A 1 (2’828) 50
F9 240 0 0 0AB 0
F10 120 0 0 0B 0
F12 150 0 0 0B 0
F14 540 0 0 0B 0
YMS 2812 17 (0,60) 17 (0,60) 12 (0,43) 70,59

* Farkl1 harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05.
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Tablo 7: ASL3, ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerinin MS ve BDS temelli besi
yerlerindeki ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

Besi . Ekilen Cevap Ginogenik Ginogenik Gmpg_emk
Genotip esi Yerl Tomurcuk Veren Bitkicik Bitki Ef't!?'Y.e
Adi Sayst Tomurcuk Sayist (%) Sayisi (%) Doniisiim
Sayisi (%) (%)
ASL3 Ao 150 0 0 0 0
ASL4 Ao 150 0 0 0 0
ASL5 Ao 150 0 0 0 0
ASL6 Ao 150 0 0 0 0
ASL3 A100 300 1(0,33) 2(0,67)A 1(0,33)A 50
ASL4 A100 240 3(1,25) 3(1,25 A 3(1,25A 100
ASL5 A100 120 4333 4(333)A 4(3333)A 100
ASL6 A100 180 0 0 0 0
ASL3 Ado 180 0 0 0 0
ASL4 Ado 180 0 0 0 0
ASL5 Ado 180 0 0 0 0
ASL6 Ado 180 0 0 0 0
2(1,33 1 (0,67
ASL3 Ad100 150 2(1,33) (AB ) (AB ) 50
ASL4 Ad100 240 0 0B 0B 0
ASL5 Ad100 120 8(6,67) 9(750)A 7(583)A 77,78
ASL6 Ad100 240 1(0,42) ! (,2’;;12) 1(0,42) B 100
ASL3 F 120 0 0 0 0
ASL4 F 120 0 0 0 0
ASL5 F 120 0 0 0 0
ASL6 F 120 0 0 0 0
ASL3 F4 360 4(1,11) 4(1,11)B 2(0,56) B 50
ASL4 F4 330 9(2,73) 9(2,73)B 4(1,21)B 4444
ASL5 F4 0  14(155 (/'f\ej) 14 (/'f\5'6) 93,33
ASL6 F4 270 6222 6(222)B 2(0,74)B 33,33
ASL3 F10 150 0 0 0 0
ASL4 F10 150 0 0 0 0
ASL5 F10 150 0 0 0 0
ASL6 F10 150 0 0 0 0
ASL3 F14 120 0 0 0 0
ASL4 F14 90 0 0 0 0
ASL5 F14 90 0 0 0 0
ASL6 F14 110 0 0 0 0

* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05.
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3.2  Somatik Uyartima Gelen Cevaplar

ASL1 ve ASL2 genotipleri i¢in biitiin besi yerlerindeki somatik cevap
verme oranina bakildi. Somatik uyartim i¢cin ASL1 genotipine ait 2369 tomurcuk
BDS temelli besi yerlerine (Ao, Aso, Ao, Ado, Adsy, Adiy) kiiltiire alindi.
Yapilan denemeler sonucunda Asg besi yerine ekilen tomurcuklardan iki (% 0,67)
adet somatik bitkicik elde edilmis fakat bitkiye doniisiim goézlenmemistir. Bir
baska besi yeri olan Ajgg besi yerindeki tomurcuklardan 31 (% 3,69) adet bitkicik
ve bes (% 0,60) adet bitki olusmustur. A besi yerine Kkiiltiire alinan
tomurcuklardan elde edilen bitkiciklerin bitkiye doniisiim orant % 16,13 olarak
belirlenmistir. Diger besi yerlerinde (Ao, Ado, Adsy, Adig) bitkicik ve bitki
olusumu gozlenmemistir (Tablo 8). ASL1 genotipinden MS temelli besi yerlerine
(F, F2, F4, F5, F7, F9, F10, F12, F14) 4424 adet tomurcuk ekilmis olup F4, F7,
F9, F12 besi yerlerindeki tomurcuklardan farkli oranlarda cevap alinmistir. F4
besi yerinden bir (% 0,07) adet bitkicik elde edilmis olup bitkiye doniisiim
gozlenmemistir. F7 besi yerine ekilen tomurcuklardan 127 (% 25,30) adet bitkicik
ve 37 (% 7,37) adet bitki elde edilmistir. F9 besi yerindeki tomurcuklardan 157
(% 13,41) adet bitkicik ve 75 (% 6,41) adet bitki olusumu goriilmiistiir. F12 besi
yerinden yalnizca bir (% 0,55) adet bitkicik eldesi saglanmis olup bitkiye
doniisiim olmamistir. MS temelli besi yerlerine ASL1 genotipine ait tomurcuklar
ekilerek olusan bitkiciklerden bitki elde etme oram1 % O ile % 47,77 arasinda
degisiklik gostermektedir. Diger besi yerlerinden (F, F2, F5, F10, F14) somatik
bitkicik veya bitki elde edilmemistir (Tablo 8). ASL1 genotipinin 15 adet besi
yerindeki somatik bitkicik olusturma oranlar kiyaslandiginda F7 ve F9 besi
yeriyle diger besi yerleri arasinda istatiksel olarak fark bulunmustur. Somatik bitki
olusturma oranlart karsilastirildiginda ise F7 ve F9 besi yerinin bazi besi
yerleriyle (Aso, Adigo, A1oo, F4, F5, F14) arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmustur. ASL2 genotipinden BDS temelli besi yerlerine 2130 adet tomurcuk
ekilmis olup toplamda 31 (% 1,45) adet bitkicik ve 11 (% 0,52) adet bitki elde
edilmistir. Bu cevaplar Asy ve Ajgo besi yerlerindeki tomurcuklardan gelmistir.
Asp besi yerindeki tomurcuklardan iki (% 1,67) adet bitkicik elde edilmistir ve
bitkiye doniistim olmamustir. Ajgp besi yerindeki tomurcuklardan ise 29 (% 6,90)
adet bitkicik ve 11 (% 2,61) adet bitki olustugu goriilmiistiir. Ajop besi yerine
kiiltiire alinarak elde edilen bitkiciklerden bitkiye doniisim % 37,93 olarak
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hesaplanmistir. Diger besi yerlerinden (Ao, Adg, Adso, Adigo) somatik bitki elde
edilmemistir (Tablo 9). ASL2 besi yeri kullanilarak MS temelli besi yerlerine
2812 adet tomurcuk kiiltire alinmustir. F7, F9, F12 ve F14 besi yerlerindeki
tomurcuklardan somatik cevap almmustir. F7 besi yerine kiltire alinan
tomurcuklardan 76 (% 21,11) adet bitkicik ve 17 (% 4,72) adet bitki elde
edilmistir. F9 besi yerindeki tomurcuklardan 115 (% 47,9) adet bitkicik ve 42 (%
17,50) adet bitki elde edilmistir. F7 ve F9 besi yerlerine kiiltiire alinan
tomurcuklardan gelen bitkicikler i¢in bitkiye doniisiim orani sirasi ile % 22,37 ve
% 36,52 olarak bulunmustur. F12 besi yerine kiiltiire alinan tomurcuklardan dort
(% 2,66) adet bitkicik ve F14 besi yerine kiiltiire alinanlardan iki (% 0,37) adet
bitkicik olustugu gozlemlenmistir. Bu iki besi yerinden elde edilen bitkiciklerden
bitkiye doniisiim olmamistir. Ekilen tomurcuklarin cevap verdigi dort adet besi
yeri igin bitkicikten bitkiye doniisiim oranm1 % 0 ile % 36,52 arasindadir. Diger
besi yerlerindeki tomurcuklardan ise somatik bitkicik ve bitki uyartimi i¢in cevap
alimmamistir (Tablo 9). ASL2 genotipinden 15 adet besi yerine kiiltiire alinan
tomurcaklarin somatik bitkicik olusturma oranlar karsilastirildiginda F9 besi
yerinin diger biitiin besi yerleri ile F7 besi yerinin ise Asp hari¢ biitiin besi yerleri
ile arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. Somatik bitki olusturma oranlari
kiyaslandiginda ise F9 besi yerine ekilen tomurcuklarin diger biitiin besi yerlerine
kiiltiire alinan tomurcuklar ile arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. ASL1
ve ASL2 genotipleri karsilastirildiginda somatik bitkicik sayisina gore yalnizca F9

besi yerinde istatiksel olarak fark bulunmustur.

ASL3, ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerine ait genotiplerin somatik
uyartimi i¢in BDS (Ao, A1oo, Aso, Adig) Ve MS (F, F4, F10, F14) temelli sekiz
adet besi yeri kullanmilmistir. BDS temelli besi yerlerine 2910 adet MS temellilere
2540 olmak iizere biitiin besi yerlerine toplamda 5450 adet tomurcuk kiiltiire
alinmistir. Kullanilan bu dort genotipten ASL3, ASL4 ve ASL6 genotiplerinden
ve Aigo besi yerindeki tomurcuklardan cevap alinmistir. Ajgo besi yerine ASL3
genotipinden 300 tomurcuk ekilmistir. Yapilan uyartim ¢alismas1 sonucunda 39
(% 13) adet somatik bitkicik ve 20 (% 6,67) adet bitki elde edilmistir. ASL4
genotipinden 240 adet tomurcuk kiiltiire alinmis olup 17 (% 7,08) adet somatik
bitkicik ve 12 (% 5) adet somatik bitki olusumu goriilmiistiir. ASL6 genotipinden

180 adet tomurcuk Ajgo besi yerine ekilmistir. Bu deneme sonucunda iki adet
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bitkicik (% 1,11) ve iki adet bitki (% 1,11) elde edilmistir. Ao besi yerinden
farkli genotiplerin tomurcuklart kullanilarak elde edilen bitkiciklerin bitkiye
dontisiim oran1 % 51,28 ve % 100 arasinda degismektedir. Diger yedi besi yerinde
(Ao, Ao, Adyoo, F, F4, F10, F14) ASL3, ASL4 ve ASL6 genotiplerinden somatik
bitkicik ve bitki olusumu gozlenmemistir. ASL5 genotipi i¢in higcbir besi
yerindeki tomurcuklardan somatik bitkicik ya da bitki elde edilmemistir (Tablo
10). ASL3, ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerine ait Ajgo besi yerine kiiltiire alinan
tomurcuklarin somatik bitkicik ve bitki olusturmalar1 arasinda istatistiksel olarak

fark bulunmamustir.

Tablo 8: ASL1 genotipinin MS ve BDS temelli besi yerlerindeki somatik
bitkicik ve bitki olusumu

Cevap Cevap Somatik  Somatik  Somatik
Besi Yeri Veren Veren Bitkicik Bitki Bitkiye

Ad1 Tomurcuk Tomurcuk  Sayisi Sayis1  Doniisiim

Sayis1 (%) Sayisi (%) (%) (%) (%)
Ado 210 0 0C 0AB 0
Adso 120 0 0BC 0AB 0
Ad100 720 0 0C 0B 0
Ao 180 0 0C 0AB 0
Aso 300 2(0,67) 2(067)C 0B 0

A100 839 30 (3,58) 31 ((3:’69) 5(0,60) B 16,13

YBDS 2369  32(1,35) 33(1,39) 5(021) 1515
F 120 0 0BC 0AB 0
F2 176 0 0oC 0AB 0
F4 1379 1(0,07) 1(007)C 0B 0
F5 300 0 0oC 0B 0

117 127 37 (7,37
F 502 (2330)  (25:30) A 0 2
118 157 75 (6,41

F9 1170 (10,08) (13.41) B (A ) 47,77
F10 180 0 0C 0AB 0
F12 180 1(0,55) 1(055C O0AB 0
F14 417 0 0oC 0B 0

>MS 4424 237 (5,35) 286 (6,46) 112 (2,53) 39,16
* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05.
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Tablo 9: ASL2 genotipinin MS ve BDS temelli besi yerlerindeki somatik bitkicik
ve bitki olusumu

. Cevap . . Somatik
Besi Yeri Ekilen Veren Squﬂ.'k SO”.‘at.'k Bitkiye
Tomurcuk Bitkicik Bitki e e e
Adi Savist Tomurcuk Sayist (%) Sayist (%) Doniisiim

y Sayist (%) YISt L7e) Sayistre (%)
A4(0) 420 0 0C 0B 0
A4(50) 390 0 0cC 0B 0
A4(100) 570 0 0cC 0B 0
A®0) 210 0 0cC 0B 0
A(50) 120 1083 2 %’éﬂ) 0B 0

A(100) 420 29 (6,90) 29(6,90)C 11(261) 37,93

YBDS 2130  30(L,40) 31(1,45) 11(052) 3548
F 90 0 0C 0B 0
F2 90 0 0cC 0B 0
F4 922 0 0cC 0B 0
F5 300 0 0cC 0B 0

F7 360  71(197) O (ill’ll) 17(472)B 22,37

F9 200  83(346) ° Xw,g) 42 (1A7 90) 3652
F10 120 0 0cC 0B 0
F12 150 4(2,66) 4(266)C 0B 0
F14 540 2(037) 2(037)C 0B 0

>MS 2812 160 (5,69) 197 (7,00) 59 (2,10) 29,95
* Farkh harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir
(Tukey, P<0,05.
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Tablo 10: ASL3, ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerinin MS ve BDS temelli besi
yerlerindeki somatik bitkicik ve bitki olusumu

Cevap Somatik

. . . Somatik  Somatik L
Genotip  Bes! Y& Tomurcuk L Yo" Bitkicik  Bitki Dl
Sayisi Sayisi (%) Sayisi (%) >

Ekilen

Sayis1 (%) (%)

ASL3 Ao 150 0 0 0 0
ASL4 Ao 150 0 0 0 0
ASL5 Ao 150 0 0 0 0
ASL6 Ao 150 0 0 0 0
ASL3 A100 300  34(113) (1A3’0°) 20 (2'67) 51,28
ASL4 A100 200 17708 ' (;'08) 12 (2'00) 70,59
ASL5 A100 120 0 0 0 0
ASL6 A100 180 2(111) 2(@1I)A 2(1L11)A 100
ASL3 Ado 180 0 0 0 0
ASLA Ado 180 0 0 0 0
ASLS5 Ado 180 0 0 0 0
ASL6 Ado 180 0 0 0 0
ASL3 Ao 150 0 0 0 0
ASL4 A4100 240 0 0 0 0
ASL5  Adi 120 0 0 0 0
ASL6  Adiw 240 0 0 0 0
ASL3 F 120 0 0 0 0
ASL4 F 120 0 0 0 0
ASL5 F 120 0 0 0 0
ASL6 F 120 0 0 0 0
ASL3 Fa 360 0 0 0 0
ASLA Fa 330 0 0 0 0
ASL5 Fa 90 0 0 0 0
ASL6 Fa 270 0 0 0 0
ASL3 F10 150 0 0 0 0
ASLA F10 150 0 0 0 0
ASL5 F10 150 0 0 0 0
ASL6 F10 150 0 0 0 0
ASL3 F14 120 0 0 0 0
ASL4 F14 90 0 0 0 0
ASL5 F14 90 0 0 0 0
ASL6 F14 110 0 0 0 0

* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05.
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3.3  Tomurcuk Boyutunun ve Genotipin Ginogenesis Uyartimina
Etkisi

ASL1 ve ASL2 genotiplerine ait tomurcuklar kullanarak tomurcuk
boyutunun (biiyiik, orta ve kii¢iik) ginogenesis uyartimina etkisine bakildi. Bu
denemede Aigo, Ad10o, F4 ve F14 besi yerleri kullanildi.

Aio besi yerine ASL1 genotipinden 299 adet biiyiik, 180 adet orta ve 360
adet kiiciik, ASL2 genotipinden 240 adet biiyiik, 210 adet orta ve 150 adet kiiclik
tomurcuk kiiltiire alindi. ASL1 genotipine ait tomurcuklardan ginogenik bitkicik
ve bitki olusumu goézlenmemistir. ASL2 genotipine ait orta biiylklikteki
tomurcuklardan iki (% 0,95) adet ginogenik bitkicik ve bir adet (% 0,48)
ginogenik bitki olusumu goriilmiistiir. Bu genotipe ait kiiciik boyuttaki
tomurcuklardan ti¢ (% 2) adet ginogenik bitkicik ve ii¢ (% 2) adet ginogenik bitki
elde edilmistir. Ajgp besi yerindeki tomurcuklardan elde edilen bitkiciklerin
bitkiye doniigiim oran1 en az % 50 ve en fazla % 100 oraninda olmustur (Tablo

11).

Adqy besi yeri igin ASL1 genotipinden 270 adet biiylik, 270 adet orta ve
180 adet kiigiik, ASL2 genotipinden 300 adet biiyiik, 240 adet orta ve 270 adet
kiictik boyutta tomurcuk ekilmigstir. ASL1 genotipinin biiyilk boyuttaki
tomurcuklarindan ginogenik bitkicik ve bitki eldesi olmamistir. Ayn1 genotipin
orta boyuttaki tic (% 1,11) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir ve bitkiye
dontisiim olmamistir. Kiigiik boyutta ekilen tomurcuklardan ise dort (% 2,22) adet
ginogenik bitkicik ve dort (% 2,22) bitki olusumu goriilmiistiir. ASL2 genotipine
ait ekilen biiyiik sinifindaki tomurcuklardan bir (% 0,33) adet bitkicik elde edilmis
olup bitkiye doniisiim gdzlenmemistir. Orta biiytlikliikteki tomurcuklarin kiiltiire
alinmasiyla dort (% 1,67) adet bitkicikten iki (% 0,84) adet ginogenik bitki
olusumu gozlemlenmistir. Ayn1 genotipin kii¢lik tomurcuklarindan yedi (% 2,59)
bitkicik ve dort (% 1,48) bitki elde edilmistir. Adigo besi yerine kiiltiire alinan
farkli boyuttaki tomurcuklardan olusan bitkiciklerden bitki eldesinin % 0-100

arasinda oldugu gozlemlenmistir (Tablo 11).

F4 besi yerine ASL1 genotipinden 450 adet biiyiik, 509 adet orta ve 420

adet kiiciik boyutta tomurcuk kiiltiire alinmis olup her boyuttaki tomurcuklardan
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farkli oranlarda cevap alinmistir. Biiyiik boyutta kiiltlire alinan tomurcuklarda alt1
(% 1,33) adet ginogenik bitkicik ve alt1 (% 1,33) adet ginogenik bitki elde
edilmistir. Orta boyuttaki tomurcuk ekiminden 15 (% 2,95) adet ginogenik
bitkicik ve 12 (% 2,36) adet ginogenik bitki olusmustur. Bu genotipin F4 besi
yerine Kkiiltiire alman kiiciik boyuttaki tomurcuklarindan alt1 (% 1,43) adet
ginogenik bitkicik elde edilmis olup bes (% 1,19) adet bitkiye doniisim
gozlemlenmistir. ASL2 genotipinden F4 besi yerine 420 adet biiyiik, 360 adet orta
ve 472 adet kiigiik boyutta tomurcuk ekilmistir. F4 besi yerine ekilen ASL2
genotipine ait biiyiik tomurcuklardan yedi (% 1,67) adet bitkicik ve alt1 (% 1,43)
adet bitki olusmustur. Ayni1 genotipin orta biyliklikteki tomurcuklar
kullanildiginda iki (% 0,56) adet ginogenik bitkicik ve bir (% 0,28) adet ginogenik
bitki elde edilmistir. ASL2 genotipinin F4 besi yerine ekilen kiigiik
tomurcuklarindan 10 (% 2,12) adet bitkicik ve bes (% 1,06) adet ginogenik bitki
olugmustur. F4 besi yerinden her iki genotipe ait tomurcuklar kullanilarak elde
edilen bitkiciklerin bitkiye doniisiim orani en az % 50 ve en fazla % 100 olarak

hesaplanmistir (Tablo 11).

F14 besi yerine ASL1 genotipine ait tomurcuklardan 180 adet biiyiik, 297
adet orta ve 300 adet kiiclik tomurcuk ekilmistir. ASL2 genotipinden ise ayn1 besi
yerine 180 adet biiyiik, 240 adet orta ve 270 adet kiiciik boyutta tomurcuk kiiltiire
alimmustir. F14 besi yerinden ASL1 ve ASL2 genotiplerinin biiyiik, orta ve kii¢lik

tomurcuklarindan bitkicik ve bitki olusumu gézlenmemistir (Tablo 11).
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Tablo 11: ASL1 ve ASL2 genotiplerinin MS ve BDS temelli besi yerlerindeki
tomurcuk boyutuna gore ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

. Ceva . . . .. Ginogenik
Genotip  Besi Yeri Tomurcuk TOErTI:lIJII?QUK Verer? Gé?ﬁgimk G'%c:giimk I%it?iy.e
Ad1 Boyutu Sayisi Tomurcuk Sayisi (%) Sayist (%) Doniisiim
Sayisi (%) (%)
ASL1 A100 BUYUK 299 0 0 0 0
ASL1 A100 ORTA 180 0 0 0 0
ASL1 A100 KUCUK 360 0 0 0 0
ASL2 A100 BUYUK 240 0 0 0 0
ASL2 A100 ORTA 210 2(0,95) 2(0,95)A 1(0,48)A 50
ASL2 A100  KUCUK 150 3(2,00) 3(2,00)A 3(2,00)A 100
ASL1 A4100 BUYUK 270 0 0 0B 0
ASL1 A4100 ORTA 270 3(1,11) 3(11DHA 0B 0
ASL1  A4100 KUCUK 180 3(1,67) 4(222)A 4(222)A 100
ASL2  A4100 BUYUK 300 1(0,33) 1(033)A 0 0
ASL2  A4100  ORTA 240 4(167) 4(167)A 2(0,84)A 50
ASL2  A4100 KUCUK 270 7259 7(259)A 4(148)A 57,14
ASL1 F4 BUYUK 450 4(0,89) 6(133)A 6(133)A 100
ASLL  F4  ORTA 500  11(226) &%) 120230 4
ASL1 F4 KUCUK 420 5(1,19) 6(143)A 5(1,19 A 83,33
ASL2 F4 BUYUK 420 7(1,67) T7(L67)A 6(143)A 8571
ASL2 F4 ORTA 360 2(056) 2(0,56)A 1(0,28)A 50
ASL2 F4 KUCUK 472 7012 1O (i'lz) 5 (1,06) A 50
ASL1 F14 BUYUK 180 0 0 0 0
ASL1 F14 ORTA 297 0 0 0 0
ASL1 F14 KUCUK 300 0 0 0 0
ASL2 F14 BUYUK 180 0 0 0 0
ASL2 F14 ORTA 240 0 0 0 0
ASL2 F14 KUCUK 270 0 0 0 0
* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05.
34  Cahsma sonucunda elde edilen A. sandrasicum bitkilerinin

ploidi seviyeleri

A. sandrasicum’da yapilan uyartim caligmalar1 sonucunda elde ginogenik

ve somatik edilen bitkiler 3-4 yaprakli asamaya geldiklerinde ploidi analizi

yapildi. Biitiin genotiplerden toplamda 58 ginogenik ve 99 somatik bitki flow

sitometri kullanilarak test edildi. I¢ kontrol olarak Lactuca sativa (marul)

kullanilmigtir. L.

sativa’nm DNA miktari
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(Arumuganathan ve Earle, 1991). Flow sitometri analizi yapilan bitkilerin niikleer
DNA miktar1 hesaplanirken “Ornegin niikleer DNA miktar1 = (Ornek A.
sandrasicum bitkisinden ¢ikan floresan degeri / Lactuca sativa’min floresan
degeri) X 5,47 pg (Kontrol olarak kullanilan Lactuca sativa’nin DNA miktar1”
seklinde bir formiil kullanilarak analizi yapilan 6rnegin DNA miktar1 ve ploidi
seviyesi tespit edilmistir(Arumuganathan ve Earle, 1991). Dondr olarak kullanilan
bitkilerin niikleer DNA miktar1 29,54 £1,68 pg/2C olarak tespit edildi. Niikleer
DNA miktar1 donor bitkinin niikleer DNA miktarina yakin olan bitkiler diploid
(2x), yaklasik iki katina (59,09 +3,33 pg/2C) yakin olanlar tetraploid (4x), yarisina
(14,77 +0,83 pg/2C) yakin olan bitkiler haploid (x) olarak belirlendi. Bazi
bitkilerin de miksoploid (x+2x, 2x+4x)oldugu tespit edildi.

Analizi yapilan 59 ginogenik bitkinin 32 (% 54,24) tanesi haploid, 16 (%
27,12) tanesi diploid ve 11 (% 18,64) tanesi miksoploid olarak tespit edilmistir.
ASL1 genotipinden 10 (% 43,5) adet haploid, yedi (% 30,4) adet miksoploid ve
altt (% 26,1) adet diploid bitki elde edilmistir. ASL2 genotipinden elde edilen
ginogenik bitkiler analiz edildiginde 12 (% 66,7) adet haploid, 2 (% 11,1) adet
miksoploid ve 4 (% 22,2) adet diploid bitki tespit edilmistir. ASL3 genotipine ait
elde edilen ginogenik bitkilerden yalnizca iki tanesi flow analizi i¢in uygun
asamaya gelmis olup, analiz sonucunda iki bitkinin de diploid oldugu
belirlenmistir. ASL4 genotipinden bes adet bitki analiz edilmis, ii¢ (% 60) adet
haploid, bir (% 20) adet miksoploid ve bir (% 20) adet diploid bitki elde edildigi
gozlemlenmistir. ASL5 genotipine ait 10 adet bitki test edilmistir ve bunun
sonucunda yedi (% 70) adedinin haploid, bir (% 10) adedinin miksoploid ve iki
(% 20) adedinin diploid kromozom sayisina sahip oldugu tespit edilmistir. ASL6
genotipinden sadece bir bitkinin DNA miktarina bakilmistir ve elde edilen bu

bitkinin diploid oldugu belirlenmistir (Tablo 12).

Deneme sonucunda 99 tane somatik bitkinin flow sitometri ile DNA
miktar1 test edilmis, 84 (% 84,84) adet diploid, 3 (% 3,03) adet miksoploid ve 12
(% 12,12) adet tetraploid bitkinin elde edildigi goriilmiistiir. ASL1 genotipinden
elde edilen somatik bitkilerden 50 tanesi test edilmis; 43 (% 86) adet diploid, iki
(% 4) adet miksoploid ve bes (% 10) adet tetraploid bitki elde edildigi
belirlenmigtir. ASL2 genotipine ait analizi yapilan 43 bitkiden 37 (% 86,04) adet
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diploid ve alt1 (% 13,96) adet tetraploid bitki elde edilmistir. ASL4 genotipinden

sadece dort bitkinin DNA miktar test edilmistir ve biitiin bitkilerin diploid oldugu

tespit edilmistir. ASL6 genotipinden iki adet bitki test edilmis, bir adedinin

miksoploid ve bir adedinin tetraploid oldugu gortlmustir. ASL3 ve ASLS5

genotiplerine ait somatik bitkiler yeterince biiylimedigi icin ploidi analizi

yapilmamuistir (Tablo 13).

Tablo 12 : Elde edilen ginogenik bitkilerin farkli A. sandrasicum genotiplerine
gore ploidi seviyeleri

Ploidi diizeyi

Genotip Iﬁﬁi‘i‘y’fg X (%) X+2X (%) 2% (%)
AsLL 23 10 (43,5) 7 (30.4) 6 (26,1)
ASL2 18 12 (66,7) 2 (11,1) 4(22,2)
ASL3 2 0 0 2 (100)
ASL4 5 3 (60) 1(20) 1(20)
ASL5 10 7 (70) 1(10) 2 (20)
ASL6 1 0 0 1(100)

Toplam 59 32 (54.2) 11 (18.6) 16 (27.1)

Tablo 13: Elde edilen somatik bitkilerin A. sandrasicum genotiplerine gore ploidi

seviyeleri
Ploidi diizeyi
Genotip Test edilen 2% (%) 234X (%) 4x (%)
bitki sayis1

ASL1 50 43 (86,00) 2 (4,00) 5 (10,00)
ASL2 43 37 (86,04) 0 6 (13,96)
ASL3 0 0 0 0
ASL4 4 4 (100) 0 0
ASL5 0 0 0 0
ASLS6 2 0 1 (50) 1 (50)

Toplam 99 84 (84,84) 3(3,03) 12 (12,12)
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Sekil 5: A. sandrasicum materyallerinin flow sitometri analizi sonucu elde edilen
histogramlar (Ls: Lactuca sativa, As: Allium sandrasicum)

A. Haploid (x) A. sandrasicum bitkisi B. Diploid (2x) A. sandrasicum bitkisi C.

Tetraploid (4x) A. sandrasicum bitkisi
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3.5  Elde edilen bitkilerde yapilan gozlemler

A. sandrasicum’da farkli genotiplerden somatik ve ginogenik uyartim
sonucu bir¢ok bitki edilmistir. Elde edilen bitkilerde in vitro ortaminda kendi
cografyasinda biiylirken goriilmeyen kok kisimlarinda tiiberli yapilar olusturdugu
gozlemlenmistir (Resim 6). Bu yapilarin bitki gelisimini, yapraklarin belli bir
biiyiiklikten sonra uzamasimi ve sayica artmasini olumsuz yonde etkiledigi
gozlemlenmistir. Doku kiiltiirii ile elde edilen bitkilerde albino bitki olugumu

genellikle olmaktadir. Bu durum doku kiiltiirii uygulamarinda biiyiik bir sorun

iken, bu ¢alismada albino bitki olusumu gézlenmemistir.

Sekil 6 : Tiiplere aktarilan A. sandrasicum bitkilerinin farkli kok gelisimleri

A. Beklenen sekilde kok gelisimi olan bitki B. Kok kismin da tiiber olusturan bitki
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3.6 Dis Ortama Aktarilan Bitkilerdeki Gozlemler

Ploidi analizi yapilan bitkilerin 82 tanesi dis ortama adaptasyon igin
saksilara transfer edilmistir. Bitkilerin 46 (% 56,09) tanesinin adaptasyon
sirasinda 6ldiigii gézlemlenmistir ve 6len bitkiler kayit altina alinmistir. Yasayan
bitkilerin ploidi seviyelerine gore boylarinin ortalamast ve yalanct goévde

caplarinin ortalamasi Tablo 14’de gdsterilmistir.

Tablo 14: Dis ortama aktarilan bitkilerin ploidi seviyesine gore boy ve yalanci
gbovde cap ortalamalari

Bitkilerin
o o Topraga Yasayan Bitkilerin Ya}ana
Ploidi Seviyesi Aktarilan  Bitki Sayisi Boylar: Govde
Bitki Sayist (%) ortalamasi Caplan
(cm) Ortalamasi
(mm)
Haploid (x) 4 1 (25) 13 0,53
Miksoploid
(X+2x) 1 0 i )
Diploid (2x) 68 30 (44,12) 27,36(+5,72) 1,18 (£0,36)
Tetraploid (4x) 9 5 (55,56) 28,4 (£6,80) 1,42 (£0,31)
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4. TARTISMA

Yapilan galisma sonucunda elde edilen bulgulara goére A. sandrasicum
tiiriine ait genotiplerin ginogenesis ve somatik uyartima cevap verdigi fakat bu
cevabin farkli oranlarda oldugunu gostermistir. Literatiire bakildiginda bu tiir i¢in
yapilan ginogenesis c¢alismasi olmadigi belirlenmistir. Literatiirdeki Allium’larla
ilgili ginogenesis ¢aligsmalari bulunmaktadir ve bu g¢alismalar i¢in farkli Allium
tirleri kullanilmistir. Bu tiirler arasinda A. cepa ve A. ampeloprasum en ¢ok
calisma yapilanlardan bazilaridir. Bir¢ok arastirmaci tarafindan yapilan A. cepa’da
haploid bitki eldesi farkli oranlarda saglanmistir (Campion ve dig., 1992; Bohanec
ve dig., 1995; Alan ve dig., 2003). A. ampeloprasum tiiriine ait ginogenesis
calismalarindan ¢ok diisiik oranda ginogenik bitkicik elde edilmistir (Schum ve
dig., 1993). Fakat A. sandrasicum su ana kadar yapilmis herhangi bir ginogenesis
calismasi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada toplamda altt A. sandrasicum
genotipinden biiyiik, orta ve kiiciik boyutta yaklasik 20 bin adet tomurcuk kiiltiire
almmistir. Alti tanesi BDS temelli (Ao, Aso, Ao, Ady, Adsy, Adigo) Ve dokuz
tanesi MS (F, F2, F4, F5, F7, F9, F10, F12, F14) temelli olmak tizere toplamda 15
adet besi yeri ortam1 denenmistir. Biitlin besi yeri ortamlar1 iki genotipe (ASL1 ve
ASL2) denenmis, ginogenesise iyi cevap verenlere diger dort genotip (ASL3,
ASLA4, ASL5 ve ASLO6) kiiltiire alinmistir. Tomurcuk boyutunun etkisini anlamak
i¢in kurulan deneyde BDS ve MS temelli bitki biiyiime diizenleyici igeren (Ajoo

ve F14) ve icermeyen (A419p ve F4) besi yerleri kullanilmistir.

ASL1 ve ASL2 genotipleri i¢in 15 adet besi yeri denenmistir. ASL1
genotipine ait kiiltiire alinan tomurcuklarin ginogenik bitkicik olusturma orant %
0,34 ile % 2,68 arasinda degismektedir. ASL2 genotipine ait tomurcuklarin
ekiminden elde edilen verilere bakildiginda cevap verme oraninin % 0,55 ile %
5,55 oldugu goriilmektedir. ASL1 ve ASL2 genotipleri i¢in en yiiksek oran
sirasiyla F4 ve F2 besi yerlerindeki ¢igek tomurcuklarindan gelmistir. Bu iki besi
yerinin ortak 6zelligi MS temelli olmasi, bitki biiylime diizenleyici icermemesi ve
50 g/l ve lizeri sukroz i¢ermesi olarak belirlenmistir. Allium’lar ile ilgili daha dnce

yapilan ginogenesis ¢alismalar1 bu calismada elde edilen sonuglar ile paralellik
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gostermektedir (Celebi-Toprak ve dig., 2016; Alan ve dig., 2016b; Celebi-Toprak
ve dig., 2017; Akgiin, 2018). Alan ve dig. (2016b) pirasada yaptiklari1 ¢aligmada
133 (% 0,58) adet ginogenik birki elde etmislerdir. Ayrica Celebi-Toprak ve dig.
(2016) yine purasa iizerindeki denemelerinde Bitki biiyiime diizenleyici
icermeyen ve 100 g/l sukroz igeren besi yerlerine ekilen tomurcuklardan yiiksek

oranda (% 5) ginogenik bitki elde etmislerdir.

ASL3, ASL4, ASLS5 ve ASL6 genotiplerine ait tomurcuklar i¢in dort tane
BDS temelli ve dort adet MS temelli besi yeri denenmistir. Kullanilan sekiz besi
yerine ekilen tomurcuklardan ii¢ tanesindeki tomurcuklar ginogenesis uyartimina
cevap vermistir (Ago, Ad100, F4). Cevap alinan {i¢ besi yerindeki tomurcuklardan
bitkicik elde etme orani1 dort genotip icin % 0,42 ile % 16,7 arasindadir. En 1yi
cevabin ASLS5 genotipinin F4 besi yerine kiiltiire alinan tomurcuklarindan geldigi;
lic besi yeri goz Oniine alindiginda her birinde de en yiikksek oranin yine bu
genotipten geldigi gbézlenmistir. F4 besi yerinde 100 g/l sukroz bulunmaktadir ve
bitki biiyiime diizenleyici icermektedir. Elde edilen veriler Celebi-Toprak ve ve
dig. (2016) yaptig1 ¢alisma ile desteklenmektedir. Aigo besi yeri BDS temelli olup
2 mg/l BAP ve 2 mg/l 2,4-D igermektedir. A. cepa’da yapilan ¢alismada (Kaska,
2013) tomurcuklarin en iyi cevap verdigi besi yeri kombinasyonu % 0,62 ile A1
olmasina ragmen bu ¢alismada cevap orani bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen

besi yerlerindeki tomurcuklarda daha yiiksek orandadir.

Cigek tomurcuklar1 kullanilarak somatik bitki eldesi de saglanabilir.
Somatik uyartim denemelerinde de ASL1 ve ASL2 genotipleri i¢in 15 adet besi
yeri kullanilmistir. ASL1 genotipinden % 0,07 ile % 25,30 arasinda somatik
bitkicik eldesi saglanmistir. 15 besi yerinden alt1 tanesinde somatik rejenerasyon
gbzlemlenmistir ve en iyi cevaplar F7 (% 25,30) ve F9 (% 13,41) besi yerlerine
ekilen tomurcuklardan gelmistir. ASL2 genotipine ait kiiltiire alinan
tomurcuklarin cevap verdigi alt1 besi yerindeki bitkicik olusturma oran1 % 0,37 ile
% 47,9 arasinda degismektedir. En iyi cevaplar ASL2 genotipi i¢in de F7 (%
21,11) ve F9 (% 47,9) besi yerlerine kiiltiire alinan tomucuklardan elde edilmistir.
F7 ve F9 besi yerlerine bakildiginda her ikisi de bitki biliylime diizenleyici
icermektedir (8 mg/l 2IP ve 1mg/l NAA). Her iki genotipin de cevap verdigi besi
yerleri degerlendirildiginde bir tanesi disinda (F4) hepsinin bitki biiylime
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diizenleyici ve 50 g/l ve iizeri sukroz icerdigi gozlemlenmistir. Somatik
rejenerasyon i¢in bitki biiylime diizenleyicisinin varligimin etkili oldugu
belirlenmistir. Ayn1 besi yeri kombinasyonu Kaska (2013) tarafindan A. cepa’da
da kullanilmistir ve somatik bitki elde edildigi gosterilmistir. Kaska (2013) ayni1
besi yerlerini kullanarak kiiltiire aldigi A. cepa tomurcuklarindan 3230 (% 4,27)

somatik siirgilin elde etmistir.

ASL3, ASL4, ASL5 ve ASL6 genotiplerinin somatik rejenerasyonu igin
ginogenesis uyartiminda denenmis sekiz adet besi yeri kullanilmistir. Sekiz besi
yeri igerisinde sadece Ajgy besi yerine kiiltiire alinan ASL3, ASL4 ve ASL6
genotipleri somatik uyartima cevap vermistir. Cevap verme orani % 1,1 ile % 13
arasinda degismektedir. En iyi cevap ASLI genotipinden gelmistir. ASLS
genotipine ait tomurcuklardan somatik cevap alinmamistir. Ajgo besi yerinin
icerigine bakildiginda bitki biliyiime diizenleyici ve 100 g/l sukroz igerdigi
goriilmistiir. Bitki biiylime diizenleyicisi iceren besi yerlerinin Allium’larda
somatik embriyogenesisi tetikledigi baska calismalarda da belirtilmistir (Yan ve
dig., 2009; Luciani ve dig., 20006).

Oviillerin gelisim asamasiin haploid bitki elde etme siirecine etkisi
oldugu bilinmektedir (Chen ve dig., 2011). A. sandrasicum i¢in oviil gelisiminin
etkisini anlayabilmek amaciyla farkli boyutlardaki agmamis ¢icek tomurcuklarinin
haploid bitki elde etme orani arastirilmistir. Tomurcuk boyutunun ginogenesis
uyartimina etkisi i¢in olusturulan deneyde ekilen tomurcuklarin dort adet besi
yerinden Ui¢ (A1go, Ad100, F4) tanesine cevap verdigi bir (F14) tanesinden ise cevap
almamadig1 tespit edilmistir. Ug besi yerindeki cevap veren tomurcuklardan elde
edilen oranlar % 0,33 ile % 2,95 arasinda degisiklik gostermektedir. En iyi
cevaplar orta ve kiigiik biiyiikliikteki tomurcuklardan gelmistir. Daha 6nce Alan
ve dig., (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada tomurcuk boyutunun bir Allium tiirii
olan A. cepa’da ginogenesise etki ettigi ifade edilmistir. Yapilan g¢alismada
tomurcuk boyutunun A. sandrasicum tiirlinde de disi gametten haploid bitki

olusturma oranini etkiledigi gosterilmistir.

Denemeler sonucunda elde edilen verilere gore altt adet A. sandrasicum
genotipine ait tomurcuklarin MS ve BDS temelli besi yerlerine verdigi cevaplar

farkhilik gostermektedir. Bohanec (2002) tarafindan yapilan disi gametten haploid
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bitki iiretimi caligmalarinda MS ve BDS temelli besi yerlerine kiiltiire alinan
tomurcuklarin cevap verme oraninin benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Tiim besi
yerleri ve tim genotipler gbz oniinde bulunduruldugunda ginogenesis uyartimina
en 1yl cevap veren tomurcuklarin besi yeri igerigi tliim genotipler i¢in bitki
biliylime diizenleyici igermeyen ve 100 g/l sukroz igeren besi yerlerinde oldugu
goriilmiistiir. Benzer sonuglar A. ampeloprasum’da yapilan ¢alismalarda da elde
edilmistir (Schum ve dig., 1993; Celebi-Toprak ve dig., 2016; Akgiin, 2018). 50
g/l ve lizeri sukroz konsantrasyonun da uyartima katkis1 oldugu bu ¢alisma ile
elde edilen veriler sonucunda gosterilmis, Alan ve dig. (2016b) tarafindan yapilan
calismalar da bu sonucu desteklemistir. Somatik embryogenesis olusumu igin
bitki biiylime diizenleyici iceren besi yerlerine ekilen tomurcuklardaki cevap
oraninin igermeyenlere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Kaska (2013)

tarafindan yapilan ¢alisma bu sonucu desteklemektedir.

Ginogenik ve somatik uyartim sonucu elde dilen bitkilerin ploidi
seviyelerini tespit etme i¢in hizli ve giivenilir bir yontem olan flow sitometri
teknigi kullanilmistir. Flow sitometri analizi i¢in 6rnegin dokusu uygun bir i¢
kontrol ve gerekli boyalar ile hazirlanir ve ploidi seviyesi belirlenebilir (Alan ve
dig., 2007). Toplamda biitiin besi yeri ve genotipler ele alindiginda 59 adet
ginogenik v 99 adet somatik bitkinin ploidi seviyesi tespit edilmistir. Dondr olarak
kullanilan bitkilerin niikkleer DNA miktar1 29,54 £1,68 pg/2C olarak tespit edildi.
Bulunan bu DNA miktarina gore ginogenik bitkilerin % 54,2°s1 haploid (x), %
18,6’s1 miksoploid (x+2x) ve % 27,1’ diploid (2x) olarak tespit edilmistir.
Diploid olarak belirlenen bitkiler haploid bitkilerin kendiliginden diploid olmasi
ile olusmus olabilir. Daha 6nceki ¢alismalarda bu tiir durumlara rastlanmistir
(Campion ve dig., 1995; Geoffriau ve dig., 1997; Alan ve dig., 2007). Somatik
bitkilerin % 84,84’1 diploid (2x), %3,03’{i miksoploid (2x+4x) ve % 12,12’si
tetraploid (4x) olarak bulunmustur. In vitro ortamda yapilan somatik
embriyogenesis calismalarinda bu tir ploidi farkliliklar1 olabildigi bazi
arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Tashiro ve Hashimoto, 1985;
Sulistyaningsih ve dig., 2006). Kok hiicrelerini boyama ile kromozom sayimi
yapmak ¢ok uzun zaman almaktadir bu ylizden flow sitometri kisa siirede

giivenilir sonuglar almak igin etkili bir yontemdir. Kok boyama ile bir giinde en
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fazla 10-15 adet ornek incelenebiliyorken, flow sitometri ile bu sayr 100 drnek

uzerindedir.

Bu ¢alisma A. sandrasicum tiiriiniin doku kiltiirii ortaminda ginogenesis
ve somatik uyartima nasil cevap verecegini belirlemek amaciyla yapilmistir.
Kiiltiire alian A. sandrasicum tomurcuklarindan hem ginogenik hem de somatik
olarak cevap alinmis olup cevap verme orani genotip, besi yeri igerigi ve
tomurcuk biiyiikliigiine gore degismektedir. Literatiire bakildiginda daha once
boyle bir calismanin yapilmadigi goriilmiistiir. Ik defa bu tiiriin genotipleri
kullanilarak homozigot hatlar elde etme ve bu elde edilen hatlarin gelecekte hibrit

potansiyellerinin arastirilmasi konusunda 6nem tasimaktadir.
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