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OZET

BAZI SOGAN (ALLIUM CEPA L.) VE SALOT (A. CEPA VAR.
AGGREGATUM) GENOTIPLERINDE HAPLOID BiTKI URETIM
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
FATMA DUZGUN
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. ALi RAMAZAN ALAN)

DENIZLi, OCAK - 2019

Sogan (A. cepa L.) ve salot (A. cepa var. aggregatum) eckonomik olarak 6nemli
sebzelerdir. Yakin akraba olan sogan ve salot diploid (2n=2x=16) sayida
kromozomlara ve biiyiik genoma (~32 pg DNA/hiicre) sahiptir. Yeni sogan ve salot
cesitlerinin 1slah1 uzun ve zordur. Sogan ve salotta ginogenesis temelli
haploidizasyon teknigi ile haploidlerin iretilmesi miimkiindiir. Haploidlerden
kendiliginden veya uyartilmig kromozom katlamasi ile katlanmis haploidlerin elde
edilmesi ile tamamen homozigot bitkiler elde edilebilir. Bu tez projesinde
Tiirkiye’ye adapte olmus dokuz sogan ve ii¢ salot genotipinin ginogenesis
uyartimima gosterdikleri cevaplar arastirilmistir. Calismada bir sogan genotipi
disinda tiim sogan ve salot genotiplerinden ginogenesis cevabi elde edilmistir.
Sogan genotiplerinin uyartim kiiltlirlerinde gosterdikleri cevaplar % 0 ile % 2
arasinda degismistir. Salot genotiplerinin cevaplari ise % 0,07 ile % 1,1 arasinda
gerceklesmistir. Elde edilen ginogenik sogan ve salot bitkilerinin yaklasik yarisinin
haploid sayida kromozoma sahip olduklar1 bulunmustur. Bitkilerin % 25’inin
diploid oldugu tespit edilmistir. Bir ginogenik sogan bitkisinin tetraploid oldugu
bulunmustur. Geri kalan bitkilerin ise miksoploid olduklar1 bulunmustur. Dis
ortama aktarilan ginogenik bitkilerin bir kismi hayatta kalarak biiyiimiislerdir.
Ginogenik bitkiler genellikle donor bitkilere benzerlik gostermislerdir. Elde edilen
bulgular Tiirkiyede yetistirilen sogan ve salot genotiplerinin ginogenesis uyartimina
diisiik ve orta seviyede cevap verdiklerini gostermistir. Bu bulgular haploidizasyon
tekniginin yeni Tiirk sogan ve salot ¢esitlerinin 1slahinda kullanilabilecegini
gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: ginogenesis, haploid, katlanmis haploid, sogan, salot



ABSTRACT

DETERMINATION OF HAPLOID PLANT PRODUCTION POTANTIAL
IN SOME ONION (ALLIUM CEPA L.) AND SHALLOT (A. CEPA VAR.
AGGREGATUM) GENOTYPES
MSC THESIS
FATMA DUZGUN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR ALi RAMAZAN ALAN)

DENIZLI, JANUARY 2019

Onion (A. cepa L.) ve shallot (A. cepa var. aggregatum) are economically
important vegetables. These close relatives have diploid (2n=2x=16) number of
chromosomes and a large genom (~32 pg DNA/cell). Development of new onion
and shallot cultivars is a long and difficult process. It is possbile to produce haploid
plants from onion and shallot via gynogenesis-based haploidization technique.
Conversion of haploids to doubled haploids via spontaneous or induced chromosom
doubling allows production of completely homozygous plants. In this thesis project,
responses of nine onion and three shallot genotypes to gynogenesis induction were
studied. In this study, except for one onion genotype, gynogenesis response was
obtained from all onion and shallot genotypes. Responses of onion genotypes to
gynogenesis induction varied between 0% and 2%. In shallot, responses of
genotypes varied between 0,07 % and 1,1 %. It was found that about half of the
gynogenic onion and shallot plants had haploid number of chromosomes. Twenty-
five percent of the plants were determined to be diploids. One gynogenic onion
plant was a tetraploid. The remaning plants were mixoploids. Some of the
gynogenic plants transferred to in vivo survived and grew up. In general, gynogenic
plants showed similarity to their donor plants. The findings obtained showed that
onion and shallot genotypes grown in Turkey show low to medium responses to
gynogenesis induction. These findings confirm that haploidization technique can be
used in the improvement of new Turkish onion and shallot varieties.

KEYWORDS: gynogenesis, haploid, doubled haploid, onion, shallot
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1. GIRIS

1.1 Bas Sogan (Allium cepa L. ) ve Salot (A. cepa L. var. aggreagatum)

Allium cinsi igerisinde 800’iin {izerinde tiir yer alir (Fenwick ve dig. 1985). Bu
cins igerisinde bas sogan (A. cepa L.), salot (A. cepa L. var. aggreagatum), pirasa (A.
ampeloprasum), sarimsak (A. sativum), ¢iv (A. schoenoprasum), Cin ¢ivi (A.
tuberosum), Japon pirasasi (A. fistulosum) gibi ekonomik olarak 6nemli tiirlerde yer
alir. Sogan, pirasa ve sarimsak gibi tiirlerin liretiminin yaklasik 5000 yildir yapilmakta
oldugu tahmin edilmektedir (Brewster 2008). Soganin ilk olarak Tiirkmenistan ve
Kuzey Iran arasindaki daglik alanlarda kiiltiire alindig1 diisiiniilmektedir. Giiney Bat1
Asya birincil domestikasyon ve ¢esitlilik alan1 olarak kabul edilirken Akdeniz gibi
biiyiik ¢esitliligin mevcut oldugu bolgelerin ikincil merkezler oldugu diisiiniilmektedir
(Hanelt 1990, Fritsch ve Friesen 2002). Hanelt (1990)’e gore soganin domestikasyonu
sirasinda daha uzun yasam dongiisii yerine iki yillik biiytime 6zelligi saglayan hizli

biiylime ve daha iri bas i¢in se¢im yapilmistir.

A. cepa’nin kiiltiir tipleri bas sogan ve aggregatum gruplari i¢inde yer alirlar
(Hanelt 1990). Bas sogan grubu ¢ok sayida ekonomik olarak énemli gesitten olusur.
Bunlar cogunlukla tohumla ¢ogaltilan, tek ve biiyiik baslar olusturan ¢esitlerdir (Sekil
1A). Fotoperiyod ve sicakliga adaptasyon, bas depolama émrti, kuru madde icerigi, tat
ve kabuk rengi acisindan biiyiik ¢esitllik gosterirler. Aggregatum grubu cesitlerinde
baslar bas soganlarinkilere gore daha kiiciiktiirler. Bunun nedeni ¢ok hizli boliinmeleri
ve yan siirgiinler lireterek bas kiimeleri olusturmalaridir. Jones ve Mann (1963) bas
olusturan iki grubu multiplier veya patates, soganlar ve salotlar olarak
tanimlamisglardir. Multiplier soganlar ii¢ ve 20 arasinda basa boliiniir ve uzun degil
genis olup kuru dis bas derisi ile ¢evrilidirler. Salotlar dar ve ayrik baglardan olusan
kiimeler tretirler (Sekil 1B). Bunlarin yaprak ve ¢igekleri bas soganlardan genellikle
daha kiiciiktiir. Aggregatum grubu cesitler genellikle vejetatif olarak cogaltilirlar fakat
yakin zamanda tohumdan f{iretilen salot cesitleri gelistirilerek Avrupa ve Kuzey

Amerika’da yetistirilmeye baslanmistir (Rabinowitch ve Kamenetsky 2002).



Sekil 1..Sogan ve salot baslari. A. Delfos ¢esidine ait kurutulmus sogan baslari. B.
PAU BIYOM’da gelistirilmekte olan bir seleksiyon hattina ait kurutulmus salot
baslari.

Bas sogan ve salotlar Dbirbirleriyle c¢aprazlanarak melez bireyler
olusturabildikleri i¢in ayni tiirdiirler (Brewster 2008). Bu nedenle gegmiste salot i¢in
verilmis olan A. ascalonicum ismi giinimiizde gegerli degildir. Sogan ve salotlar
yabanci tozlanma egilimleri géstermeleri nedeniyle asirt derecede heterozigotturlar.
Yiiksek derecede kendileme depresyonu gosterdikleri i¢in klasik kendileme 1slahi ile
genetik olarak tamamen saf hale getirilemezler. Her ikisi de diploid (2n=2x=16) olan
sogan ve salot biiylikk genomlara sahiptirler (~32 pg DNA/¢ekirdek; bu calisma).
Genellikle iki yillik hayat dongiisiine sahiptirler. Birinci yil bas, ikinci yilda

cigceklenerek tohum olugturmaktadirlar.

1.2 Sogan ve Salot’un Ekonomik Onemi

Yiizyillardir yetistiriciligi yapilan soganin diinyanin farkli iklimlerine ve
insanlarin gida tercihlerine uygun ¢ok sayida cesitleri mevcuttur. Soganlar diinyada
Antarktika hari¢ diger kitalarda yetistirilebilmektedir. Bas {iretimi amaciyla {iretimi
yapilan soganlar genellikle kirmizi, sar1 veya beyaz renkte tek bas olusturarak aci1 veya
tath tada sahiptirler. Bunlar yetistiricigin yapildigi iklim sartlarina gore kisa, orta veya
uzun giin soganlar1 olarak siniflandirilabilirler. Diinya genelinde acik tozlanan (OP)
standart ¢esitlerle sogan yetistiriciligi yapilirken, Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika’da
hibrit ¢esitler ile tiretim daha yaygindir. Bas sogan ¢esitlerinin yetistirilmesinin zor
oldugu nemli tropik kiy1 bolgelerinde salot ve multiplier sogan ¢esitleri ile {iretim
yapilabilmektedir (Currah 2002). Salot ¢esitleri genellikle kii¢iik 6lgekli alanlarda



tiretilmelerine ragmen bdceklere ve hastaliklara direncgli olmalarindan dolay: 6zellikle
nemli tropik bolgelerde daha fazla tercih edilirler (Currah ve Proctor 1990). Ticari
olarak bas sogan grubu aggregatum grubundan daha onemlidir. Aggregatum grubu
cesitlerin Avrupa, Kuzey Amerika, Arjantin ve bazi tropik bolgelerde biiyiik
miktarlarda {iretimi mevcuttur ancak bir¢ok ¢esidin yetistiriciligi sadece ev
bahgelerinde yapilmaktadir (Brewster 2008). Salotlar hem bdliinebilen baslarin
yeniden dikimi (vejetatif) hem de tohumla (generatif) ¢ogaltilabilirler. Kiigiik 6l¢ekli
yetistiricilikte vejetatif ¢ogaltma pratik olarak uygulanabilirken, biytk olcekli
yetistiricilikte tohum ile tiretim daha avantajlidir. Yeni salot ¢esitleri soganda oldugu
gibi F1 hibritler olarak gelistirilmektedirler. Bati Avrupa ve Kuzey Amerika’da F1
hibrit gesitler ile salot {iretimi artis gostermektedir (Brewster 2008).

FAO tarafindan yayimlanan 2017 yili verilerine gore diinya da yillik sogan
tiretimi 98 milyon ton civarindadir (Faostat 2017). En biiyiik sogan {ireticisi iilke 24,3
milyon tonluk {iretimi ile birinci sirada olan Cin’dir. Hindistan 22 milyon ton ile ikinci,
A.B.D. ii¢ milyon ton ile {i¢iincii sirada yer alir. Tirkiye 2,1 milyon tonluk bas sogan
tiretimi ile altinct sirada yer alir. Diinya da yillik salot iiretimi ise bes milyon ton
civarindadir. (Faostat 2017). Cin bir milyon ton civarindaki salot tiretimi ile ilk sirada
yer almaktadir. Nijer 670 bin ton iiretim ile ikinci, Japonya 525 bin ton iiretim ile
ticiincii sirada yer alir. Yillik yaklasik 138 bin ton salot iiretimi ile Tiirkiye dokuzuncu

sirada yer almaktadir.

1.3 Sogan ve Salot’un Insan Beslenmesi ve Saghgi Acisindan Onemi

Soganlar diinyada en fazla yetistirilen ve tiiketilen sebzelerdir. Sogan baslar1
gida sektoriinde sebze ve baharat olarak kullanilmakta olup ekonomik agidan da
onemli bir yere sahiptirler. Yemeklere tat vermeleri nedeniyle diinyanin her tarafinda
tiketilirler. Bas sogan ve salot tibbi etkileri olan kimyasallar igermeleri nedeni ile de
onemlidirler (Bijl 1994, Kamenetsky ve Fritsch 2002). Sogan baslar1 yiiksek seviyede
flavonoid igerirler. Ayrica fenolik bilesikler, malik, sitrik, siiksinik, fumarik ve kinik
asitlerin yani sira B1, B2, B6, biyotinik, nikotinik, folik, pantotenik ve askorbik asitler

gibi vitaminleri de bulundururlar (Breu 1996).



1.4 Sogan ve Salotlarda Biyoteknolojik Uygulamalar

Hansen ve dig. (1995) yaptig1 ¢alisma da sogan hiicre siispansiyonlarindan
protoplast siirgiin rejenerasyonu saglamak amaciyla sogan ve Japon pirasasindan
rejenere olan kalluslarini kullanmislardir. En iyi sonucun ise iig-dort aylik hiicre
siispansiyonlarindan elde edildigi bulunmustur. Bagka bir ¢aligma da sogan ve pirasa
arasinda yapilan melezlemeler ile hibrit bitki iretimi igin protoplast fiizyonu
kullanilmistir (Buiteveld ve dig. 1998). Sogan da kallus kiiltiirleri yapilarak somatik
embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu uygulamalar1 yapilmistir (Dunstan ve short
1977-1978, Phillips ve Luteyn 1983, Shahin ve Kaneko 1986, Phillips ve
Hubstenberger 1987, Van der Valk ve dig. 1992). Organ kiiltiirlerinin kullanim1 sogan
baslarinin kabuklar siirgiin parcalar1 farkli eksplant ve medya igerikleri kullanilarak
in vitro gogaltim galismalar1 yapilmistir (Dunstan ve Short 1978-1979, Hussey 1978).
Allium’lardaki 1slah ¢aligmalarina katki saglamak amaciyla gergeklestirilen kallus ve
mikrocogaltim yontemlerinden basarili sonuglar elde edilmistir (Dunstan ve Short
1977-1979, Novak ve dig. 1986, Luthar ve Bohanec 1999). Erkek steril bitkilerin in
vitro ¢ogaltimiyla hibrit tohumlarin tiretimi ile ilgili bir ¢ok 6rnek vardir (Fujieda ve
dig. 1979, Pike ve Yoo 1990). Erkek steril bitkilerin kullanim1 hibrit tohum iiretimini
artirirken bu tir bitkilerin dretimininde artmasini saglamaktadir. Alliumlar
monokotiledon olmalarina ragmen olgunlasmamis zigotik embriyolar1 kullanilarak
Agrobacterium aracili transformasyon caligmalari yapilmistir (Dommisse ve dig.
1990, Eady ve dig. 2000). Bas sogan ve salot Agrobacterium aracili transformasyon
caligmalar1 yapilmis ve basarili sonuglar alindigi bildirilmistir (Zheng ve dig. 2001).
Bu caligmalarin birinde bas sogan ve salot genotipleri karsilastirilmis ve salot’larin

sogan’lardan daha iyi sonuglar verdigi gozlemlenmistir (Aswath ve dig. 2006).

Kiiresel olarak onemli bir bitki olan sogan biiyilk genoma sahip olmasi ve
yiiksek heterozigot 6zellik tasimasindan dolayr ¢ok az sayida molekiiler markirlara
sahiptir. 1990’lardan beri soganda molekiiler markirlar sinirlt sayidaydi. Ancak genom
sekanslama ile tek niikleotit polimorfizmleri (SNP’lerin) kesfi sayesinde molekiiler
markirlarin sayis1 siirekli olarak artmaktadir (Jo ve dig. 2017). Bu belirteglerin
kullanilmast gelisimin erken asamasinda arzu edilen genetik 6zellige sahip bitkilerin
kesin bir bigimde tanimlanmasina ve bu genotip ile devam edebilmesine olanak

saglayacaktir. Molekiiler markirlar genotipler arasinda olusturulacak olan hibrit



kombinasyonlarinda yiliksek melez giicli gosterebilecek hatlarin  se¢imini
kolaylastirabilir. Bu teknoloji sayesinde sekansi bilinen gen allellerinin takibi islemi

fide doneminde gerceklestirilebilir.

Haploidizasyon uygulamasi disi veya erkek gamet hiicrelerinden gametik
kromozom sayisina sahip embriyo ve bireylerin iiretilmesidir. Haploid bitkilerin
iretimi genellikle olgunlasmamis polen (androgenesis) ve yumurta (ginogenesis)
hiicrelerinden embriyo gelisimin uyartilmasi yolu ile gergeklestirilir. Birgok bitkide de
haploid bitki tiretimi ¢aligmalar1 yapilmigtir (Dunwell 2010). Sogangillerde yapilan
calismalarda androgenesis yontemiyle haploidlerin elde edilemedigi belirtilmistir
(Keller ve Korzun 1996). Ancak ginogenesis yontemi ile dollenmemis yumurta
hiicrelerinden haploid bitki tiretimi miimkiindiir. (Alan ve dig. 2003-2004- 2016).

Ginogenesis yoluyla sogan bitkisinden haploidlerin elde edilmesi 30 yil
oncesinde ii¢ arastirmaci tarafindan yapilmistir (Muren 1989, Campion ve Alloni
1990, Keller 1990). Ginogenesis ile ilgili ilk ¢aligsmalarda ovul, ovari ve tiim tomurcuk
kiiltiir{i i¢in farklt uyartim ortamlari kullanilmistir. Elde edilmesi zor ve zaman alici
oldugundan ovul ve ovari yerine agmamis tiim ¢i¢cek tomurcuklart uyartim ortamina
almak daha ¢ok tercih edilmektedir. Ginogenesis yolu ile haploid sogan bitkilerinin
tiretilmesine yonelik caligmalarda agmamus tiim ¢i¢ek tomurcuklarinin eksplant olarak
kullanilmasinin basarili sonuglar verdigi gosterilmistir (Bohanec ve Jakse 1999, Alan
ve dig. 2003, Kaska 2013, Anandhan ve dig. 2014). Oldukca heterozigot olan sogan
ve salot 1slah materyallerinde haploid ve katlanmis haploid bitkilerin (DH) tiretilmesi

genetik ve 1slah ¢aligmalart i¢in ¢ok biiyilik avantajlar saglar.

Sogan ve salotta haploid bitki eldesinde kullanilacak olan ¢icek
tomurcuklarinin ginogenesis uyartimina uygun gelisme sathalarinda olmasi gerekir.
Kuzey Amerikan ac1 ve tatli sogan genotiplerinde ¢aplari ti¢ mm’den biiyiik olan ¢igek
tomurcuklarinin ginogenik uyartim i¢in uygun olduklar1 bulunmustur (Alan ve dig.
2004). Ginogenesis uyartimi i¢in en uygun c¢icek tomurcugu gelisme doéneminin,
embriyo keseciginin olgunlagmis oldugu, antesisten 3-5 giin 6nceki donem oldugu
diistiniilmektedir (Musial ve dig. 2001). Eksplantlarda bulunan déllenmemis yumurta
hiicrelerinin embriyoya doniisiimii i¢in yaklasik olarak iki-ii¢ haftalik bir siire uyartim
ortaminda kalmalar1 gerektigi tespit edilmistir (Alan ve dig. 2004). Ginogenik

bitkiciklerin eksplant disina ¢ikmasi kiiltlir baslangicindan iki-li¢ ay sonra baslar. Bu
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islem bir y1l kadar devam edebilir. Sogan ve salotlarda elde edilen ginogenik bitkilerin
cogunlukla haploid seviyede oldugu tespit edilmistir (referanslar). Haploid bitkilerin
gamet liretememleri nedeniyle tohum iiretmeleri miimkiin olmadigindan bu bitkilerin
kromozom katlamasi ile katlanmis haploid (DH) hale doniistiiriilmesi gerekmektedir.
DH bitkilerden kendileme yolu elde edilen tohumlar genetik agilim gdstermezler ve

birbirlerine klon kadar benzerler.

DH teknolojisi kendine ddllenen tiirlerde yeni ¢esit gelistirmek ya da yabanci
tozlanan tiirlerde hibrit iiretmek i¢in kullanilabilecek saf hat gelistirmek amaciyla da
kullanilmaktadir. DH hatlarin {iretimi, bir¢ok iiriin i¢in tamamen homozigot hatlarin
elde edilmesini hizlandiran bir yontemdir. Ustiin sogan hibritlerin olusturulmasi
ebeveyn olarak kullanilacak hatlarin dogustan verimli ve yiiksek kalitede olmasina
baglidir. DH hatlar, yerli hatlara kiyasla hizli {iretim siiresine ve iistiin homojenlik
ozellik géstermesi sonucu piring, misir, kolza, tiitiin ve arpa gibi ¢esitli ekinlerin ticari
1slah programlarinda dogal hat gelisimini hizlandirmak i¢in kullanilmistir (Bong ve
Swaminathan 1995, Maluszynski ve dig. 2003, Roeber ve dig. 2005). Haploid bitkiler
ya kendiliginden kromozomlarin1 iki katina ¢ikararak ya da tamamen homozigot DH
bitkiler olusturmak i¢in metefaz evresinde ig ipliklerinin olusumunu engelleyecek
kimyasallar kullanilarak DH bitkiler olusmaktadir. DH hatlar tamamen homozigot
oldugundan; sekil, yaprak mumsulugu, hastalik direnci ve ¢oziilebilir kati madde gibi
genetik olarak kontrol edilen 6zellikler DH ebeveynlerle olusturulan hibritler ¢ok

giizel sonuglar verecektir (Hyde ve dig. 2012).

DH bitkiler 1slah programlarinda olusturulmasi ¢ok uzun zaman alan saf
hatlarin yerini de alabilirler. DH bitkilerin kisa siirede iiretilmeleri ve genetik olarak
saf olmalar klasik yontemlerle liretilen standart hatlardan ¢ok daha degerli kilar.
Sogangillerde uygulanabilen ddllenmemis yumurta hiicrelerinden bitki {iretme
(ginogenesis) tekniginin basarisi uygulamanin yapildigi tiir ve genotiplere gore
farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle lilkemizde gergeklestirilen sogan ve salot 1slah
programlarinda kullanilacak olan genotiplerde haploid bitki iiretme potansiyelinin
arastirilmasi son derece onemlidir. DH hatlarin 1slah ¢alismalarinda kullanilabilmesi
icin, uygulanacak protokollerin genotipten etkilenmemesi, ¢ok sayida haploid bitki
eldesine olanak saglamasi, bitkilerin diploidizasyonunun ve yeniden bol miktarda

tohum tiretebilmelerinin saglanmasi gereklidir. Ticari potansiyele sahip DH sogan ve



salot hatlar1 tescillenerek tohum tiretimi amaciyla kullanilabilir. DH sogan ve salot
hatlar1 direkt ¢esit olarak kullanilabilecekleri gibi F1 hibrit sogan ve salot ¢esitlerinin

iiretiminde ebeveyn olarak da kullanilabilirler.

Tohum verimini artirmak, maliyeti diisiirmek ve uzun yasam dongiisiine sahip
olan soganlarin biyoteknolojik uygulamalar i¢in kullanisli ve zorunlu hale gelmeye
baslamistir. Bu uygulamalar sonucunda istenilen 6zellikteki materyallerin pazara

sunumlarina olanak saglayacaktir ve tiiketicilerin talebini karsilayacaktir.

1.5 Sogan ve Salot Islalm

Yeni sogan ¢esitlerinin gelistirilmesi uzun zaman alan ve zahmetli bir iglemdir.
Gelismekte olan iilkelerde halen acik tozlanan (OP) standart ¢esitlerle sogan iiretimi
yapilmaktadir. Bu cesitlerin {iretilmesi sirasinda iki ebeveyn arasinda bir melezleme
uygulamasindan sonra F1 bireyler arasinda seleksiyon uygulamasi yapilarak istenilen
ozelligi tasiyan bireylerin se¢imi gerceklestirilir. Bu bireylerin istenilen 6zellikleri
kalitsal olarak tasgimaya devam etmeleri ve genetik acilim yolu ile birbirine
benzemeyen bireylerin ortaya ¢ikmasinin oniine gegilmesi i¢in kendileme adi verilen
yontemle ¢ogaltimi yapilir. Kendileme isleminde polen iireten bitkiler kendi polenleri
ile tozlanip dollenirler. Kendileme islemi ile elde edilen bitkilerde de ayni islem
yapilarak birbirine benzeyen bitkiler iiretilmeye ¢alisilir. Istenen 6zelligin kalitim
moduna gore standart bir sogan ¢esidinin elde edilmesi ¢ok uzun yillar alabilir. Bu
uygulama sirasinda kendileme depresyonu nedeniyle birgcok 1slah materyalinin
kaybedilmesi s6z konusudur. Ayrica kendileme yontemiyle liretilen cesitlere ait
bitkiler arasinda farkliliklar gortiliir bunun nedeni kendileme depresyonunun genetik
olarak tamamen saflastirilmis gesitlerin iiretilmesinin 6niinde bir engel teskil ediyor
olmasidir. Gelismis tilkelerde sogan iiretimi daha ¢ok hibrit ¢esitlerle yapilmaktadir.
Bunun nedeni sitoplazmik erkek kisir (CMS) 6zelligine sahip olan ve CMS 6zelliginin
idame ettiricisi hatlarin bulunmasidir. CMS 6zelligi olan bitkilerde polen {iretimi
gerceklesmedigi icin bu bitkilerin umbellerinde emaskiilasyon yapilmasina gerek
yoktur. Ana olarak kullanilan CMS bitkilerinin polen iireten baba bitkiler tarafinda
tozlanmasi ile tamamen hibrit tohumlarin iiretimi gergeklestirilir. Hibrit cesitler OP

standart ¢esitlere gore daha yiiksek hasat verimi ve uniform basglar iirettikleri i¢in daha



fazla tercih edilirler. Salot cesitlerinin bir boliimii baslarinin yeniden dikilmesiyle
tiretildikleri i¢cin genetik olarak heterozigot olmalar1 biiylik bir sorun teskil etmez.
Tohum ile iiretimi yapilan salotlarin 1slah1 sogan ¢esitlerin 1slahinda kullanilan
yontemleriyle benzerlik gosterir. Soganda oldugu gibi OP standart ve hibrit salot

cesitleri 1slah edilmistir.

Giliniimiizde sogan ve salot 1slah1 programlarinin hedefi yeni hibrit ¢esitlerin
gelistirilmesidir. Hibrit gesitlerin iiretimi i¢in genetik olarak tiniform CMS, idame
ettici ve polen dondrii baba hatlarin elde edilmesi gerekmektedir. Islah programlarinda
baba olarak kullanilacak olan hattin yiiksek melez giicii, hasat verimi ve bas
tiniformitesi saglamasi istenir. Bu nedenle baba hatlarin iiretilmesi biiyilk 6neme

sahiptir.

1.6 Yapilan Tezin Amaci

Yayinlanmig  bircok ¢aligmada ginogenesis temelli haploidizasyon
uygulamasinin 6zellikle sogan da basarili sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu
calismanin amaci1 iilkemiz kosullarinda yetisen sogan ve salot hatlariin
haploidizasyon uygulamasina gosterecekleri cevabin belirlenmesi ve haploid bitkilerin
iiretilmesidir. Bu ¢alismada PAU BIYOM koleksiyonunda bulunan dokuz sogan ve iic
salot hattina ait dondr bitkilerden haploid bitki iiretim potansiyelleri arastirilmigtir.
Bitkilerin tomurcuklar1 ginogenesise cevap verip bliylimesine ragmen gelismeyen

bitkiciklerinde analizleri yapilarak neden biiytimedikleri arastirilacaktir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1 Calismada Kullanilan Bitki Materyali

Bu ¢alismada ginogenik bitki iiretimi amaciyla kullanilan sogan ve salot genotipleri
Pamukkale Universitesi, Bitki Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi (PAU BIYOM) gen havuzundan almmistir. Kullanilan sogan
materyalleri bes acik tozlanan (OP) standart ticari ¢esit ve dort 1slah hattindan (Tablo
1) ve salot materyalleri ise ti¢ 1slah hattindan olusturulmustur (Tablo 2). Kullanilan
materyallerden; Pompei, White Lisbon, Southport 404, Alan beyazi, Istanbul Silivri
Beyaz, PAUS Beyaz cesitleri beyaz bas olusturan genotiplerdir. Yalova-12, Delfos,
Denizli Populasyonu ¢esitleri de sar1 bas olusturan genotiplerdir. Projede kullanilan
sogan ve salot materyalllerine ait bitkilerin baslar1 bir y1l énce PAU BIYOM uygulama
arazisinde biiylitiilerek elde edilmistir. Baglar soguklama ihtiyacinin giderilmesi ve
muhafaza amaciyla yaklasik ii¢ ay kadar +8° C’ye ayarlanmis olan soguk depoda
karanlikta tutulmuslardir. Sogan ve salot materyallerine ait baglar Aralik ayinda torf
ve perlit (2:1) karisimi ile doldurulmus olan 24°liik plastik viyollere dikilerek 18 saat
151k/18° C’ye ayarlanmis biiyiitme kabinine yerlestirilmislerdir. Baslar yaprak ve
kokler olusturmaya basladiktan sonra 7 L’lik torf ve perlit (2:1) karisimi igeren plastik
saksilara aktarilmis ve 1sitmasiz seraya transfer edilmislerdir. Serada gelisimlerine
devam eden sogan ve salot bitkileri Nisan ay1 baslarinda ¢igek saplar1 olusturmaya
baglamislardir. Mayis ay1 basindna itibaren ginogenesis uyartimi ig¢in yeterli
bliytikliige ulasmis olan ¢icek tomurcuklarini bulunduran sogan ve salot genotiplerine
ait umbeller 30 cm’lik sap ile kesilerek laboratuvar getirilmigledir (Sekil 2A, D).
Laboratuvara getirilen umbellerdeki c¢iceklerin yaklasik %15’1 antesis asamasina

ulagmis olduklari i¢in kesilerek uzaklastirilmislardir.

Tablo 1. Dondr sogan genotiplerinin genel 6zellikleri



Genotip? Tat Basngﬁgiug“ Bas Sekli

Pompei® Act Beyaz Basik yuvarlak
White Lisbon® Act Beyaz Basik yuvarlak
Southport 404° Aci Beyaz Basik yuvarlak
Alan beyaz1® Tath Beyaz Basik yuvarlak
[stanbul Silivri Beyaz® Act Beyaz Basik yuvarlak
PAUS Beyaz® Tath Beyaz Basik yuvarlak
Yalova-12° Act Sar1 Basik yuvarlak
Delfos® Aci Sar1 Basik yuvarlak
Denizli Populasyonu® Aci Sar1 Basik yuvarlak

Calismada kullanilan ¢igek tomurcugu donorleri agik tozlanan genotiplerdir

bStandart gesit

Seleksiyon materyali

Tablo 2. Donér salot genotiplerinin genel 6zellikleri

Genotip? Tat Bas Kabugu Rengi Bas Sekli

Salot 1P Aci Kirmizi Coklu ve basik yuvarlak
Salot 2P Act Kirmiz1 Coklu ve basik yuvarlak
Salot 3P Act Sar1 Tek ve basik yuvarlak

8Calismada kullanilan ¢igek tomurcugu donoérleri OP genotiplerdir
bSeleksiyon materyali

2.2 Sogan ve

Kiiltiiriine Alinmasi

Salot Genotiplerine Ait Tomurcuklarin Uyartim

Sogan ve salot genotiplerine ait ¢igek tomurcuklarinin ginogenesis uyartim

ortamlarinda kiiltiir i¢cin hazirlanmalar1 ve uyartim ortami iceren Petri tabaklarinda

kiiltiiri alinmalar1 benzer sekilde gergeklestirilmistir. Laboratuvara getirilmis olan

umbellerde agmis olan tomurcuklar uzaklastirilmis ve antesisten yaklasik {i¢ giin

onceki asamada olan agmamis tomurcuklar (>3 mm) steril makas yardimiyla kesilerek

bir Magenta kutusunda toplanmislardir (Sekil 2E). Tomurcuklar yiizey sterilizasyonu

i¢in cay slizeklerine aktarilmislardir (Sekil 2F). Sterilzasyon islemi i¢in 6nce 30 saniye

%70’lik etanolde tutulan tomurcuklar daha sonra 30 dakika sterilizasyon solusyonu




(% 15 clorax+ % 0,1 Tween- 20) ile doldurulmus bir Magenta kutusu igerisine
konulmustur. Bir sonraki asamada tomurcuklar steril saf su ile li¢ defa yikanip
durulanmustir (Sekil 2G). Steril tomurcuklar steril kurutma kagitlar: {izerine serilerek
10 dakika kadar kurumalar1 saglanmistir (Sekil 2H). Tiim sterilizasyon islemleri steril

kabinde, steril ekipman ile yapilmistir. Sterilizasyon sirasinda agmis ya da deforme

olmus tomurcuklar ayrilarak uzaklagtirilmistir.

Sekil 2. A¢gmamis Sogan ve salot ¢igek tomurcuklarmin kiiltiire hazirlanmalari. A.
Delfos genotipine ait sogan umbelleri. B. Salot 1 genotipine ait salot umbelleri. C.
Sogan umbelinin yakindan goriiniimii. D. Salot umbelinin yakindan goriiniimii. E.
Tomurcuklarin kesilerek toplanmalari. F. Tomurcuklarin ¢ay siizegine doldurulmalari.
G. Tomurcuklarin sterilizasyon islemine tabi tutulmalari. H. Sterilizasyon sonrasinda
tomurcuklarin steril kagit tizerinde kurutulmalart.

2.3 Sogan ve Salot Genotiplerinde Ginogenesis Uyartimi ve Ginogenik
Bitkilerin Elde Edilmesi

Tomurcuk kiiltiirleri 20 ml BDS (Dunstan ve Short 1977) uyartim medyasi igeren
15x90 mm'lik Petri kaplarma 30'ar adet agmamis cicek tomurcugu konarak
olusturulmustur (Sekil 3A,B). Bu calismada dokuz dondér sogan genotipinden elde

edilen toplam 41010 adet tomurcuk ginogenesis uyartim ortamina ekilmistir (Tablo 3).
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Ug salot genotipinden alinan toplam 2280 adet tomurcuk uyartim kiiltiiriine ekilmistir
(Tablo 4). Olusturulan tiim kiiltiir tabaklari sterilizasyonun korunmasi amaciyla iki sira
parafilm ile kapatilmistir (Sekil 3C). Ginogenesis uyartim kiiltlirleri Alan ve dig.
(2004) tarafindan yaymlanmis olan kiiltiir kosullarinda biiyiitiilmiistiir ve kiiltiirler
haftalik olarak gozlenmistir (Sekil 3D). Ginogenik sogan ve salot bitkiciklerin ¢ikis
tarihleri kayit edilmistir. Uyartima cevap veren sogan ve salot tomurcuklari tespit
edildiklerinde 20 ml EM besi ortami1 (Jakse ve dig. 2003) i¢eren Petri kaplarina transfer
edilmistir (Sekil 4A, B; Sekil 5A, B). Tomurcuklardan ¢ikmakta olan ginogenik
bitkiciklerin boyuna uzayabilmesi ve biiyiiyebilmesi i¢in 15 ml EM igeren 50 ml'lik
cam tiiplere transfer edilmistir (Sekil 4C, D; Sekil 5C, D). Ginogenesis uyartim
kiiltiirleri uygun biiylitme sartlarina (18 saat 151k/25° C ve 6 saat karanlik/17° C)
ayarlanmig biiyiitme odasina yerlestirilmistir. Biiyiimeye devam eden ginogenik
bitkilerde ploidi seviyesi tespiti yapilmistir. Haploid olduklar: tespit edilen bitkiler

daha sonra gerceklestirilecek bir kromozom katlamasi deneyinde kullanilmak iizere

muhafaza edilmistir.

Sekil 3. Sogan ve salot genotiplerinde ginogenesis uyartim kiiltiirlerinin baglatilmasi.
A. Tomurcuklarin uyartim ortami igeren Petri kaplarina ekilmesi islemi. B. Otuz
tomurcugun uyartim ortamina sirali olarak ekilmis hali. C. Kiiltiirlerin parafilm ile
sarilmasi. D. Kiiltiire konmus olan tomurcuklarin ekimden bir hafta sonraki durumu.
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Sekil 4. Soganda ginogenik uyartim, ginogenik bitkicik ve bitki eldesi. A. Ginogenesis
uyartimina cevap veren tomurcuklarin bulundugu bir Petri kabi. B. Ginogenesis cevabi
veren bir ¢igek tomurcugu. C. Ginogenesise cevap veren bir sogan tomurcugundan
alinan dort adet ginogenik bitkicik. D. Kiiltiir tiiplerine alinmis ginogenik bitkicikler.

Sekil 5. Salotta ginogenik uyartim, ginogenik bitkicik ve bitki eldesi. A. Ginogenesis
uyartimina cevap veren bir tomurcuk. B. Ginogenik salot bitkicikleri. C ve D. Kiiltiir
tiipline alinmig ginogenik salot bitkicikleri.
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2.4 Sogan ve Salot Bitkilerinin Ploidi Seviyelerinin Analizi

Ginogenesis uyartimi ile elde edilen sogan ve salot bitkilerinin ploidi seviyeleri flow
sitometri (FCM) analizi ile tespit edilmistir. Bu amagla 2-3 yaprakli ginogenik sogan
ve salot bitkilerin her birinden yaklasik 50 mg yaprak alinarak Petri kaplarina
yerlestirilmis ve bunlar 1slak buz kutusuna konulmustur. Yeni ¢imlendirilmis olan
yulaf (Avena sativa) fidelerinden ayni miktarda geng yaprak kesilerek, i¢sel kontrol
amaci ile kullanilmak iizere, sogan ve salot orneklerin bulundugu Petri kaplarina
konulmustur. Doku 6rnekleri jilet yardimi ile 1,5 ml NIB (nuclei isolation buffer)
icerisinde dikkatlice ince dilimler halinde kiyilmislardir. Cekirdek siispansiyonu 37
pum’lik porlara sahip naylon filtreden gegirilerek 2 ml’lik Eppendorf tiiplerine transfer
edilmislerdir. Orneklerin bulundugu tiiplerin her birine 1 mg/ml olarak hazirlanmis
olan propidium iodide (PI) stok ¢ozeltisinden 10 pl eklenmis ve tiipler
vortekslenmistir. Okuma tiiplerine transfer edilen 6rnekleri Beckman Coulter Cell Lab
Quanta SC marka flow cytometri cihazinda okunmuslardir. Orneklerin cekirdek DNA
miktarlar1 Arumuganathan ve Earle (1991) tarafindan onerilen formiile gore tespit

edilmistir.

2.5 Bitkilerinin in vivo’ya transfer edilmesi

FCM analizi ile spontan olarak diploid (2n), miksoploid (n+2n ya da 2n+4n) ve
tetraploid (4n) olduklar1 tespit edilen ginogenik bitkiler dikkatlice tiiplerden
cikartilmistir (Sekil 6A). Ginogenik bitkiler musluk suyu altinda medya kalintilarindan
arindirilmis ve otoklavlanmis torf- pellit (2:1) ile doldurulmus saksilara aktarilmis ve
naylon posetlerle kapatilmistir (Sekil 6B). Bu bitkiler siirekli 18 saat 151k ve 17° C’ye
ayarlanmig bliylitme kabininde biiyiimeye alinmiglardir. Transferden bir hafta sonra
bitkileri saran naylonlarda kii¢iik delikler agilmustir. Iki hafta sonra ise naylon
tamamen uzaklastirilmistir (Sekil 6C). Yeterli biiylikliige ulasmis bitkiler torf- pellit
karisimi ile doldurulmus 4.6 litrelik biiyiik viyollere alinip bir siire daha biiylitme
kabininde bekletilmistir. Son olarak biiylitme kabininden c¢ikarilan bitkilerin bas
olusturmas1 ve standart sera sartlarinda biiyiitiilmesi saglanmistir. Serada bulunan
bitkiler bas olusturduktan sonra hasat edilip bazi karakteristik 6zellikleri (yaprak boyu,

cap gibi) Ol¢iiliip tartildiktan sonra kurumaya birakilmistir.
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Sekil 6. Ginogenik sogan bitkilerinin dis ortama aktarilmasi. A. Ginogenik sogan
bitkisi. B. Dis ortama alinmis ve naylon poset ile sarilmis ginogenik sogan bitkileri.
C. Dis ortama alistirilmis ginogenik sogan bitkileri.

2.6 Cahismalar sonucu elde edilen verilerin istatiksel analizi

Tez calismasinda elde edilecek verilerin istatistiksel analizleri Minitab
programinda olan ANOVA testi ile yapilmistir. Sogan ve salot genotiplerinde
ginogenik bitki rejenerasyonu oranlari kiiltiirdeki ¢igek tomurcugu sayisina gore hesap
edilmistir. Ayn1 medya kompozisyonuna sahip ve aymi genotipten elde edilmis
eksplantlarla olusturulmus Petriler bir replikasyon {iinitesi olarak kabul edilmistir.
Sogan ve salot genotipleri ile yapilan ginogenesis deneylerinde elde edilen ortalamalar

arasindaki farkliliklarin Tukey (p=0,05) ile kisyaslamasi yapilmistir.
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3. BULGULAR

Kiiltiir odasindaki sogan ve salot ¢igek tomurcuklari ile olusturulmus olan
ginogenesis uyartim kiiltiirleri hafta da bir kez gozlenmistir. Mikrobiyal
kontaminasyon tespit edilen Petri tabaklari kiiltiir odasindan uzaklastirilmistir.
Ginogenesis uyarttimina cevap yoniinden sogan genotipleri kiiltiir baslangicindan
yaklasik iic ay sonra ginogenik bitkicikler goriilmeye baglanmistir. Salot
genotiplerinde ise ilk ginogenik bitkicikler kiiltiir baslangicindan yaklasik dort ay
sonra goriilmeye baslanmigtir. Uyartima cevap veren tomurcuklar ve bunlardan gelen

bitkicikler EM besiyerine alinarak gelisimlerinin tamamlanmasi saglanmustir.

3.1 Sogan Tomurcuklarindan Ginogenesis Uyartimina Gelen Cevaplar

Beyaz basli sogan materyallerinin tomurcuklarimin BDS  besiyerine
ginogenesis uyartimi i¢in kiiltiire alinmistir ve bitkiye doniisiim asamalar1 kayit altina
alimmustir (Tablo 3). Pompei genotipinden 4890 tane tomurcuk kiiltiire alinmistir. Bu
genotipten toplam yedi (% 0,14) tane tomurcuk ginogenesise cevap vermistir.
Ginogenik bitkicik olusturan alt1 (% 0,12) bitkicik ve bunlarin i¢inden bes (% 0,1)
tanesi bitki haline gelmistir. Pompei ve Southport 404 genotiplerinin cevap veren
tomurcuk ylizdeleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu bulunmustur. Southport
404 genotipinden 450 tane tomurcuk kiiltiire alinmistir. Bunlardan dokuz (% 2)
tomurcuktan cevap gelmistir ve bes (% 1,1) tanesi bitkicik ve bitki halini almistir.
Istanbul Silivri Beyaz genotipinden 900 tomurcuk kiiltiire alinmistir. Bunlardan iki (%
0,2) tomurcuk cevap vermis ve bir (% 0,1) tanesi bitkicik halini almistir ve bitki
formuna doniisen bitkicik olmamistir. PAUS Beyaz genotipinden 2730 tomurcuk
kiiltiire alinmistir. Bunlardan alt1 (% 0,2) tane tomurcuk cevap vermis ve bunlardan ii¢
(% 0,1) tanesi bitkicik halini alabilmistir ancak bunlar bitki gelismi saglanamamustir.
Southport 404, Alan beyazi ve PAUS Beyaz genotiplerinin ginogenik bitki olusturma
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark oldugu bulunmustur. Alan Beyazi
genotipinden 6930 tane tomurcuk kiiltiire alinmistir. 97 (% 1,3) tane tomurcuktan
ginogenesis uyartimina cevap gelmistir. Bunlarin 54 (% 0,7) tanesi ginogenik bitkicik

formunu almistir. Bu bitkiciklerin 41 (% 0,5) tanesi ginogenik bitki haline
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doniismiistiir. White Lisbon genotipinden 720 tane tomurcuk ekilmis olmasina ragmen

ginogenesis cevabi alinamamustir.

Sar1 bagli sogan materyallerinin tomurcuklarinin BDS besiyerine ginogenesis
uyartimi i¢in kiiltiire alinmigtir ve bitkiye doniisiim asamalar1 kayit altina alinmigtir
(Tablo 3). Delfos genotipinden toplam 6870 tane tomurcuk kiiltiire alinmis olup 61 (%
0,8) tane tomurcuk ginogenesise cevap vermistir. Bunlarin 47 (% 0,6) tanesi bitkicik
olusturmus ve 38 (% 0,5) tanesi bitki halini alabilmistir. Alan beyazi ve Delfos
genotiplerinde ginogenik bitki olusum oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark
bulunamamustir. Yalova-12 genotipinden 7950 tane tomurcuk besiyerine alinmis olup
39 (% 0,4) tane tomurcuktan cevap gelmistir. Bunlarin 24 (% 0,3) tanesi bitkicik
olusturmus ve 17 (% 0,2) tanesi bitki halini alabilmistir. Denizli Populasyonu
genotipinden toplamda 6720 tane tomurcuk besiyerine alinmistir. Bunlardan 10 (%
0,14) tanesi cevap vermistir. Bunlarin 10 (% 0,14) tanesi bitkicik olusturmus ve iki (%
0,02) tanesi bitki formuna doniisebilmistir. Southport 404 ve Denizli populasyonu
genotiplerinde tiim 6zellikler bakimindan istatistiksel olarak fark oldugu bulunmustur.
Pompei ve Denizli populasyonu arasinda ise ginogenik bitki ve bitkicik olusturma
yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir. Ginogenesis uyartimi
icin kiiltiire alinan toplam tomurcuk sayis1 38,160’tir. Bunlardan 231 (% 0,6) tane
tomurcuk ginogenesis uyartimma cevap vermistir. Bunlarm 150 (% 0,3) tanesi
ginogenik bitkicik halini almig olup yalnizca 108 (% 0,2) tanesi bitki formuna
gelebilmistir.

Ginogenesis uyartiminda normal gelisim gosteren bitkilerin  yanisira
gelismeyen bitkiciklerin oldugu goriilmistiir. Normal gelisim gosteremeyen bu
bitkicikler kayit altina alinmistir. Southport 404 genotipinde anormal bir gelisim
gbdzlenmemistir. Pompei genotipinden {ic (% 0,06), Istanbul Silivri Beyaz
genotipinden bir (% 0,1), PAU5 Beyaz genotipinden dokuz (% 0,3), Alan Beyazi
genotipinden 41 (% 0,5), Delfos genotipinden 20 (% 0,2), Yalova-12 genotipinden 17
(% 0,2), Denizli populasyonu genotiplerinden alti (% 0,08) tanesi ginogenesis
uyartima cevap vermelerine ragmen gelisim goriillememistir. Toplam gelisim

gosteremeyen bitkicik sayisinin 97 (% 0,2) oldugu goézlemlenmistir.
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Tablo 3. Sogan genotiplerinin BDS medyasinda ginogenesis uyartimina gosterdigi

cevaplar
Cevap Gelismeyen
Ekilen Veren Ginogenik  Ginogenik  Ginogenik
Tomurcuk  Tomurcuk Bitkicik Bitki Bitkicik
Genotip Sayisi Sayis1 (%)  Sayisi1 (%) Sayis1 (%) Sayisi (%0)
Pompei 4890 7(014C 6(012C 5(01)C  3(0,06)
Southport 404 450 9(2) A SAHA  S5ODA -
Istanbul Silivri 900 2(02)BC  1(0,1)BC 0BC 1(0,1)
Beyaz
PAUS5 Beyaz 2730 6(02BC 3(01)C 0C 9(0,3)
Alan Beyazi 6930 97(13)A 54(0,7)AB 41(0,5)B 41 (0,5)
White Lisbon 720 0BC 0BC 0BC -
Delfos 6870  61(08)AB 47(0,6)AB 38(05)B  20(02)
Yalova-12 7950 39(04)BC 24(03)C 17(02C  17(0.2)
Denizli 6720  10(0,14)C 10(0,14)C 2(0,02)C  6(0,08)

Populasyonu

Toplam 38160  231(06)  150(03) 108(02)  97(0.2)

* Farkli harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05).

3.2 Salot Tomurcuklarindan Ginogenesis Uyartimina Gelen Cevaplar

Salot genotiplerinin de BDS besiyerine alinmasiyla ginogenesis uyartima
cevap verdikleri gézlemlenmistir (Tablo 4). Salot 1 genotipinden 660 tane tomurcuk
kiiltiire alinmistir. Bu tomurcuklardan iki (% 0,3) tanesi ginogenesis uyartimina cevap
vermistir ve tomurcuklar hem bitkicik hem de bitki formuna doniisebilmislerdir. Salot
2 genotipinden toplam 1290 tane tomurcuk kiiltiire alinmis olup yalnizca bir
tomurcuktan ginogenesis uyartima cevabi verdigi goriilmiistiir. Salot 3 genotipinden
180 tomurcuk ekimi yapilmistir ve iki (% 1,1) tane tomurcuktan cevap gelmistir. Bu
iki tomurcuktan birinden iki tane bitkicik olusumu gozlemlenmistir. Toplam da ti¢ (%
1,6) tane bitkicik olusumu gozlenmistir. Bu ti¢ bitkicik de bitkiye doniismiistiir. Salot

2 ve salot 3 genotiplerin tiim &zellikleri bakimindan istatistiksel olarak fark oldugu

18



bulunmustur. Toplam Salot genotiplerinden 2130 tane tomurcuk ekimi yapilmistir.
Bunlarin bes (% 0,23) tane tomurcugundan ginogenesis cevabi gelmistir ve alt1 (%

0,28) tanesi bitkicik olusturmustur. Bunun alt1 (% 0,28) taneside bitki haline gelmistir.

Tablo 4. Salot genotiplerinin BDS medyasinda ginogenesis uyartimina gosterdigi

cevaplar
Cevap
Ekilen Veren Ginogenik  Ginogenik
Tomurcuk Tomurcuk  Bitkicik  Bitki Sayisi
Genotip Sayisi Sayis1 (%)  Sayisi (%) (%)
Salot 1 660 2(03)AB 2(0,3)B 2(00,3)B
Salot 2 1290 1(0,07)B 1(0,07)B 1(0,07) B
Salot 3 180 2(11)A 3(1,6) A 3(1,6) A
Toplam 2130 5 (0,23) 6 (0,28) 6 (0,28)

* Farkli harfler ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05).

3.3 Ginogenik Sogan Bitkilerinin Ploidi Seviyeleri

Ginogenik sogan bitkilerinde yapilan FCM analiz sonuglarmin yiizdelik
hesaplamalar1 yapilmistir (Tablo 5). Elde edilen sonuglarda 32, 1 +0,8 pg/2C degerine
sahip bitkiler diploid olarak kabul edilmistir. Elde edilen pikogram degerinin yarisi
haploid, bu degerin iki kati ise tetraploid olarak kabul edilmistir. Bu bitkilerin yani1 sira
doku ve hiicrelerde farkli kromozom sayisi barindiran bitkilerinde oldugu tespit
edilmistir. Miksoploid olarak isimlendirilen bu bitkilerin bir kismi n+2n ve 2n+4n
kromozom yapilarina sahip oldugu bulunmustur. Pompei genotipinden toplam bes
bitki analiz edilmistir. Bunlardan {i¢ (% 60) tanesi haploid, bir (% 20) tanesi
miksoploid (n+2n) ve bir (% 20) tanesi de diploittir. Southport 404 genotipinden dokuz
tane bitki analiz edilmistir. Bunlarin dort (% 44,4) tanesi haploid, iki (% 22,2) tanesi
miksoploid (n+2n), iki (% 22,2) tanesi diploid, bir (% 11,1) tanesi de miksoploid
(2n+4n)’dir. Istanbul Silivri Beyaz genotipinden sadece bir tane bitki analiz edilmistir
ve haploid oldugu goriilmiistiir. PAUS Beyaz genotipinden toplamda bir tane bitki
analizi yapilmistir ve bu bitkide miksoploittir (n+2n). Alan Beyazi genotipinden
toplamda 38 bitki analiz edilmistir. Bunlardan 19 (% 50) tanesi haploid, sekiz (% 21)
tanesi miksoploid (n+2n), dokuz (% 23,6) tanesi diploid, bir (% 2,6) tanesi miksoploid
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(2n+4n) ve bir (% 2,6) taneside tetraploid oldugu gosterilmistir. Delfos genotipinden
36 bitki de ploidi analizi yapilmistir ve 23 (% 63,8) tanesi haploid, ii¢ (% 8,3) tanesi
miksoploid (n+2n) ve 10 (% 27,7) taneside diploittir. Yalova-12 genotipinden 16 bitki
analiz edilmistir. Bunlardan dokuz (% 56,2) tanesi haploid, iki (% 12,5) tanesi
miksoploid (n+2n) ve bes (% 31,2) taneside diploittir. Bitki formuna kadar gelisen
materyallerden toplam 106 tane ploidi analizi yapilmistir. Toplamda 59 (% 55,6) tane
haploid, 17 (% 16) tane miksoploid (n+2n), 27 (% 25,4) tane diploid, iki (% 1,8) tane
miksoploid (2n+4n) ve bir (% 0,9) tane tetraploid olan ploidi seviyeleri tespiti
yapilmistir. Beyaz basli soganlardan olan White lisbon ve sar1 bagh soganlardan olan
Denizli populasyonundan bitki formuna doéniisen bitki olmadigi i¢in ploidi analizleri

bulunmamaktadir.

Tablo 5. Ginogenik sogan bitkilerinde ploidi analizi sonuglart

Ploidi diizeyi

Test edilen
Genotip bitki sayisi n) n+2n (%) 2n(%) 2n+4n (%) 4n (%)
Pompei 5 3 (60) 1 (20) 1 (20) -
Southport 404 9 4(44,4)  2(22,2) 2 (22,2) 1(11,1)
Istanbul Silivri beyaz 1 1 (100)
PAUS Beyaz 1 - 1 (100)
Alan beyazi 38 19 (50) 8 (21) 9 (23,6) 1(2,6) 1(2,6)
Delfos 36 23(63,8) 3(83)  10(27.7) -
Yalova-12 16 9(56,2) 2(125)  5(3L2)
Toplam 106 50 (55,6) 17 (16) 27 (25,4) 2(18)  1(09)

Ginogenik cevap vererek bitki haline doniisenlerin yanisira gelisemeyen ve
biiyiiyemeyen embriyolarin neden gelisip biiyiimedigi hakkinda yorum yapilabilmesi
icin DNA miktarinin ve ploidi seviyelerinin belirlenmesi amaciyla FCM analizi
yapilmistir (Tablo 6). Beyaz basli sogan materyallerinden Pompei genotipinden {i¢
tane embriyo da analiz yapilmistir. Bunlardan bir (% 33,3) tane haploid, bir (% 33,3)
tane miksoploid (n+2n) ve bir (% 33,3) tane de diploittir. istanbul Silivri Beyaz
genotipten bir tane embriyo da analiz yapilmistir ve diploittir. PAUS Beyaz
genotipinden toplam dokuz embriyo da ploidi tespiti yapilmistir. Bunlardan ii¢ (%
33,3) tanesi haploid ve alt1 (% 66,6) tanesi de diploittir. Alan Beyaz1 genotipinden 41
embriyo da analiz yapilmigtir. Bunlardan 16 (% 39) tanesi haploid, ii¢ (% 7,3) tanesi
miksoploid (n+2n), 21 (% 51,2) tanesi diploid ve bir (% 2,4) tanesi de tetraploittir.
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Sar1 bagli sogan materyallerinden olan Delfos genotipinden 20 tane embriyo da
ploidi analizi yapilmigtir. Bunlardan doért (% 20) haploid, bir (% 5) miksoploid (n+2n),
12 (% 60) diploid ve ii¢ (% 15) tanesi de miksoploid (2n+4n)’dir. Yalova-12
genotipinden 17 tane embriyoda analiz yapilmistir. Bunlardan bes (% 29,4) haploid,
ti¢ (% 17,6) miksoploid (n+2n), alt1 (% 35,2) diploid, bir (% 5,8) miksoploid (2n+4n)
ve iki (% 11,7) tanesi de tetraploittir. Denizli Populasyonu genotipinden toplam alt1
tane embriyo analiz edilmistir. Bunlardan bir (% 16,6) haploid, iki (% 33,3)
miksoploid (n+2n) ve ii¢ (% 50) tanesi diploittir. Gelismemis embriyolardan elde
edilen toplam ploidi sayis1t 97 olup 30 (% 30,9) tanesi haploid, 10 (% 10,3) tanesi
miksoploid (n+2n), 50 (% 51,5) tanesi diploid, dort (% 4,1) tanesi miksoploid (2n+4n)
ve {i¢ (% 3) tanesinin de tetraploid oldugu FCM analizi ile tespit edilmistir.

Tablo 6. Anormal gelisim gosteren ginogenik sogan bitkilerinin ploidi analizi
sonugclari

Ploidi diizeyi

Test edilen
Genotip bitkisayiss n (%) n+2n(%) 2n(%) 2n+4n (%) 4n (%)
Pompei? 3 1(333) 1(33,3) 1(333) -
Istanbul Silivri beyaz® 1 - - 1 (100)
PAUS beyaz® 9 3(33,3) - 6 (66,6) -
Alan beyazi® 41 16(39)  3(73) 21(51,2) - 1(2.4)
Delfos® 20 4 (20) 1(5) 12 (60) 3(15)
Yalova-12° 17 5(29,4) 3(176) 6(352) 1(58) 2(11,7)
Denizli Populasyonu® 6 1 (16,6) 2 (33,3) 3 (50)
Toplam 97 30(30,9) 10(103) 50(515) 4(41)  3(3)

3.4 Ginogenik Salot Bitkilerinin Ploidi Seviyeleri

Bitki formuna doniismiis salot genotiplerinde de ploidi analizi yapilmistir
(Tablo 7). Salot 1 genotipinden toplam iki bitki analiz edilmistir. Bunlardan bir (% 50)
tanesi haploid ve bir (% 50) tanesi de miksoploid (n+2n)’dir. Salot 2 genotipinden bir
bitkide ploidi analizi yapilmistir ve diploittir. Salot tek basli sar1 genotipinden bir bitki
analiz edilmistir ve haploittir. Caligmada {iretilen toplam dort ginogenik salot
bitkisinde ploidi analizi yapilmistir. FCM analizine gore iki (% 50) tanesi haploid, bir
(% 25) tanesi miksoploid (n+2n) ve bir (% 25) tanesi de diploittir.
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Tablo 7. Ginogenik salot bitkilerinde ploidi analizi sonuglari

Ploidi diizeyi
. Testedilen bitki o o o
Genotip sayist n (%) n+2n (%) 2n (%)
Salot 1 2 1 (50) 1 (50) -
Salot 2 1 - - 1 (100)
Salot 3 1 1(100)
Toplam 4 2 (50) 1 (25) 1(25)

3.5 Sogan ve Salot Genotiplerinde Somatik Rejenerasyon Gosterenler

Ginogenesis uyartimin yanisira somatik rejenerasyonlarla da karsilasilmigtir.
Beyaz basli sogan genotiplerinden Pompei’den bir, Alan Beyazindan iki, Istanbul
Silivri Beyazindan alti adet somatik bitki elde edilmistir. Sar1 basli sogan
materyallerinden Delfos’dan 8 ve Yalova-12’den iki adet olmak iizere toplam 19
somatik bitki elde edilmistir. Bu bitkilerin bazilarindan yas hallerinin 6zellikleri kayit
edilmistir, ancak bazi bitkiler kuruduktan sonra sogan baslar1 yasayamamistir. Salot

genotiplerinde somatik rejenerasyona rastlanilmamaistir.

3.6 Ginogenik ve Somatik Bitkilerin Yas ve Kuru Hallerinin
Karakteristik Ozellikleri

Aklimize edilip dis ortama aktarilmis ginogenik ve somatik bitkiler saksilardan
cikarilarak yas ve kuru asamadaki 6zellikleri kaydedilmistir (Sekil 7 A, B). Ginogenik
ve somatik bitkiler olusturduklari bas sayisi, yas agirligi, bitkinin boy uzunlugu gibi
birgok ozellikleri bakimindan incelenmistir (Tablo 8, Tablo 9). Ginogenik bitkilerin
morfolojik 6zelliklerini karsilastirmak i¢in Yalova 12, Delfos, Alan beyazi, Pompei ve
Istanbul Silivri genotiplerinden elde edilen somatik bitkiler kullanilmistir. Ginogenik
bitkiler genel olarak kaynaklandiklar1 dondr genotiplerine benzerlikler gdstermistir.
Haploid olan Delfos-G1 diger ginogenik bitkilere kiyasla daha kiigiik kalmustir.
Diploid olan genotipler iyi bir adaptasyon gostermis olup kurulduklarinda da

yasayabilme kabiliyetine sahip olduklar1 gozlemlenmistir. Tetraploid bir ginogenik
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bitki olan Alan Beyazi G4 serada iyi bir gelisim gostererek biiylimiis ve bas
olusturmustur. Bu genotipe ait bas ne yazikki kurutma sirasinda c¢lriimiistiir.
Aralarinda en fazla 13 yaprak iiretmesi ile iyi bir karakteristik 6zellik gosteren ve 8,3

cm olan en genis bas yapisina sahip olan genotip Alan Beyazi G2 dir.

Somatik gelisim gosteren bitkilere bakildiginda Delfos genotiplerinin hepsi
digerlerine oranla yasama kabiliyetinin daha iyi oldugu ve gelisimin iyi bir sekilde
ilerledigi gézlemlenmistir. Ancak kurutulduktan sonra sogan baslarinin daha hassas
olmasi, sicaklik, nem gibi faktorlerle kotii etkilenmesi sonucu bu genotipin baslari
clriimiiglerdir. Alan Beyazi genotiplerinde gelisim giizel ilerlemis fakat istenilen
sonug alinamamistir. Istanbul Silivri genotipleri somatik bitki olusturma kabiliyeti iyi
olmasi sebebiyle bas olusumu saglikli ilerlemis ve soguk hava deposuna alinmistir.
Baz1 genotipler ise c¢evrenin etkisi (sicaklik, nem gibi) ile c¢lirimiis ve

kurtarilamamuistir.

Yas agirligi bakimindan ginogenik bitkiler en fazla 222 g olup Alan beyazi-G2
genotipinden elde edilmistir. Somatik bitkilerde bu durum 698 g olup Delfos-S5
genotipine aittir. Somatik bitkilerin agirlik bakimindan ginogenik bitkilerine kiyasla
daha iyi ve saglikli oldugu gdzlemlenmistir. Tam boy uzunluguna bakildig1 zaman
ginogenik bitkilerde en fazla 98 cm (Alan beyazi-G4), somatiklerde ise 94 cm
(Pompei-S1) oldugu ve bu durumunda ploidi seviyesinden kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. Delfos-G1 genotipinin en diisiik yas agirligina sahip olmasinin
sebebi haploid olmasidir. Bu durumda ginogenik bitkilerin somatiklere kiyasla daha
cok adaptasyon sorunu yasadigi goriilmiistiir. Ancak bazi ginogenik bitkiler ¢ok iyi
gelisim gostererek somatik bitkilerden daha giizel sonuglar vermistir. Buda bitkinin
sahip oldugu genetik materyalinden kaynaklandigini ve ginogenesis uyartimiyla
spontan olarak kendini katlamis olacagi varsayilarak en iyi karakterdeki ozelligini

aci18a cikardigi distinlilmiistiir.

Tablo 8. Serada biiyiitiilen ginogenik sogan bitkilerinin yas hallerinin karakteristik
ozellikleri
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Tam boy Bas
Yas uzunlugu  Yaprak Yaprak Yaprak  Bas boyu capi

Genotip Ploidi Agirhik (g) (cm) boyu (cm)  eni (cm) sayisi (cm) (cm)
Yalova 12-G1 2n 64 46 2,8 0,5 7 53 45
Yalova 12-G2 - 32 30 2,4 0,8 4 41 34
Yalova 12-G3 - 26 26 1,7 0,4 4 3,4 2,7
Delfos-G1 n 1 30 0,5 0,6 1 11 1,2
Delfos-G2 2n 170 58 4,3 1,2 6 6,6 6

Alan Beyazi-G1 2n 112 51 3,6 1,2 8 55 51
Alan Beyaz1-G2 2n 222 74 6,1 1,7 13 4.4 8,3
Alan Beyazi-G3 2n 10 21 1,2 0,3 4 2,6 2,4
Alan Beyazi-G4 4n 158 98 6,7 1,2 6 8,7 6,5

Tablo 9. Serada biiyiitiilen somatik sogan bitkilerinin yas hallerinin karakteristik
ozellikleri

Bitki bas  Bitki boy  Yaprak Bas Bas

Agirhk  uzunlugu boyu Yaprak  Yaprak boyu capi

Genotip (9) (cm) (cm) eni (cm) sayisi (cm) (cm)
Yaloval2-S1 218 71 5,6 15 9 55 7,2
Yaloval2-S2 192 90 8,2 16 10 6,2 6,1
Delfos -S1 4 28 2,1 0,3 2 2,3 1,8
Delfos —-S2 4 31 2,2 0,1 4 3,2 15
Delfos —S3 10 36 3 0,4 2 3,6 2,3
Delfos -S4 10 46 3,6 0,4 3 3,3 2,2
Delfos -S5 698 86 7,2 3,3 13 7,8 9,4
Delfos —S6 120 86 73 1,6 4 43 57
Delfos -S7 86 70 54 14 5 49 52
Delfos —S8 142 66 51 14 5 75 59
Alan Beyazi- S1 92 82 2,5 1,2 4 8,8 4,2
Alan Beyazi- S2 146 78 6,3 0,6 8 6 7,8
Pompei-S1 554 94 6,8 1,8 9 7,2 8,9
Istanbul Silivri- S1 48 - - - - 8,7 45
Istanbul Silivri- S2 130 89 7,4 15 8 6 6,2
Istanbul Silivri- S3 58 65 4.8 0,4 6 6,4 4.4
Istanbul Silivri- S4 62 52 3,7 0,8 6 6,6 45
Istanbul Silivri- S5 106 74 58 11 8 6,8 52
Istanbul Silivri- S6 78 70 52 0,9 7 6,9 4,6

Soganlarin i¢inde bulunan su miktarini, vitamin ve minerallerini kaybederek
organik siilfiir bilesiklerinin ve karbonhidrat oranini artmasinin saglanmasi i¢in sera
kosullarinda kurumaya birakilmistir. Yaklasitk bir ay boyunca kurumalar
beklenmistir. Kurutulan sogan baslarinin bazi karakteristik 6zellikleri (boy, ¢ap, renk
gibi) kayit edilmistir (Tablo 10). Yas hallerinin kurutulmasi esnasinda hastaliga veya
cevresel faktorlere maruz kalan sogan baslar ¢liriimiis ve 6lmiislerdir. Genotiplerin

sahip oldugu bas rengi 6zelliklerinde herhangi bir agilim gozlenmemistir. Ancak bas
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sekillerinde degisimler gdzlenmistir. Onceki bas sekilleri basik yuvarlak seklinde iken
son verilerde bu durum yerini uzun, yuvarlak, topa¢ ve kalin basik sekillerine
birakmistir. Bu durumunda bitkinin gelisimini tam olarak saglayamadigi

distinilmistiir.

Ginogenik bitkilerden elde edilen verilere gére Alan Beyazi-G2 yesil agirlig
(222 g) digerlerine gore daha fazla olmasina ragmen en fazla su, mineral kaybeden bir
genotip olmustur. Alan Beyazi-G2 bas boyunun kiigiilmesi diger genotiplere gore daha
az (0,1 cm’lik azalma) olmustur. Yalova 12-G2 genotipinde bas boyunda kii¢iilme
goriilmemis, bas ¢ap1 ise Yalova 12-G1, Alan Beyazi-G3 genotipi ile ayn1 miktarda

(0,3 cm’lik azalma) kiiclilmiistiir.

Somatik bitkilerde ise yesil agirlik bakimindan en fazla agirliga sahip olan
Delfos-S5 (yas agirligi 698 g, kuru agirligi 390 g) genotipi digerlerine oranla en fazla
su ve mineral kaybetmistir. Ancak diger sogan baglarina oranla bas boyu (0,3 cm’lik
kiigiilme) ve cap1 (0,5 cm’lik kii¢lilme) ¢ok fazla kiigiilmemistir. Ayrica en az bas boyu
kiigiilmesi (0,3 cm’lik) bu genotipte goriilmektedir. En fazla bas boyu kiigtilmesi
Istanbul Silivri-S1 (2,4 cm’lik kiigiilme) genotipinde oldugu gézlemlenmistir. En az
bas capi kii¢lilmesi Delfos-S2 (0,1 cm’lik) genotipinde ve en fazla bas ¢ap1 kiigiilmesi

Istanbul Silivri-S2 (5,6 cm’lik) genotipinde oldugu gosterilmistir.
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Sekil 7. Serada biiyiitiilmiis olan ginogenik sogan bitkileri. A. Delfos genotipinden
elde edilen ginogenik bitki. B. Alan beyazindan iiretilmis olan bir ginogenik bitki.

Tablo 10. Serada gelisim gdsteren ginogenik ve somatik bitkilerin kuru hallerinin
karakteristik ozellikleri

Bas Bas boyu Bas capi Bas Bas
Genotip agirhg (g) (cm) (cm) rengi sekilleri
Ginogenik bitkiler
Yalova 12- G1 38 49 4,2 Sar1 Uzun
Yalova 12- G2 20 4,1 31 Sar1 Uzun
Yalova 12- G3 8 2,8 2,3 Sar1 Yuvarlak
Delfos- G2 94 5,6 55 Sar1 Yuvarlak
Alan Beyazi-G1 58 4,3 4.6 Beyaz Uzun
Alan Beyazi-G2 54 4.3 6 Beyaz Kalin Basik
Alan Beyazi-G3 6 2,1 2,1 Beyaz Yuvarlak
Somatik bitkiler
Yaloval2-S2 66 4,8 55 Sari Yuvarlak
Delfos -S2 1 1,7 14 Sar1 Uzun
Delfos —S5 390 7,5 8,9 Sar1 Yuvarlak
Istanbul Silivri- S1 32 6,3 3,7 Beyaz Topag
Istanbul Silivri- S2 78 4,3 0,6 Beyaz Topag
Istanbul Silivri- S3 18 4,9 3.2 Beyaz Yuvarlak
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4. TARTISMA

Calismada yer verilen sogan ve salot genotiplerinin ginogenesis uyartimina
verdikleri cevaplar arasinda farkliliklar oldugu bulunmustur. Yayinlanmis
caligmalarda sogan ve salot materyallerinin ginogenesis uyartimlarina farkli cevaplar
gosterdikleri rapor edilmistir. Michalik ve dig. (2000) sogan ginogenesisi ¢calismasini
30 Polonya genotipinde ve farkli medyalar kullanarak yapmistir. Bunlardan dokuz
tanesi (% 30) ginogenesise cevap vermemis, 12’sinden (% 40) embriyo elde edilmis,
sekiz tanesi (% 27) bitkicik olusturmus ancak bunlarin % 3’1 bitki halini alabilmistir.
Kuzey Amerika gesitleri (% 8- 22,6), Avrupa (% 1,7- 3,8) ya da Japonya (% 0,9- 4,4)
da elde edilenlerle karsilastirildiginda daha yiiksek ginogenesis uyartimina cevap
verdigini bildirilmistir (Geoffriau ve dig. 1997, Bohanec ve Jakse 1999, Jakse ve dig.
2003). Buna ek olarak Fayos ve dig. (2015) Amerikan gesitlerinden OH-1
populasyonlarinda Ispanyol germplazmlarindan % 15 daha yiiksek ginogenik
verimliligi oldugu bulunmustur. Avrupa ¢esitleri arasinda Kuzey Avrupa’dan gelenler
giiney ve dogu bolgelerinden daha yiiksek verime sahiptir (Geoffriau ve dig. 1997,
Fayos ve dig. 2015). Bu calisma da ise sogan genotiplerinin ginogenesis uyartimina
verdikleri cevap orani % 0,6’ dir. Bu oranin % 0,3’ i ginogenik bitkicik, % 0,2’s1 de
ginogenik bitki olusmustur. Anandhan ve dig. (2014) Hindistan’da 14 kisa giin sogan
cesitlerinde ginogenik haploid uyartim tizerinde ¢aligmislardir. Ginogenik verimdeki
farkliliklar, Bhima Shweta (% 0,9) en diisiik ve Bhima Shubhra (% 4,5) en yiiksek
oldugu ve de Hindistan’da ki kisa giin bitkilerinde ginogenik potansiyeli Amerika’daki
uzun giin bitkilerinden daha diisiik oldugu bulunmustur (Anandhan ve dig. 2014).
Tiirkiyeye adapte olmug OP standart ve seleksiyon sogan materyalleri ile yapilan iki
doktora tez calismasinda ginogenik bitki iiretiminin genotipten etkilendigi rapor
edilmistir (Kaska 2013, Yarali 2014). Sulistyaningsih ve dig. (2006) salot genotipleri
tizerinde yaptig1 ¢aligmada Diliwhite genotiplerinden ginogenesis uyartimi igin 3127
tomurcugu kiiltiire almis ve 87 tane ginogenik bitkicik elde etmistir. Fakat diger
genotiplerden yalnizca birer tane bitkicik elde edilmistir. Bu ylizden Diliwhite
genotipinin diger salot genotiplerine gore ginogenesis uyartimina cevap verme
kabiliyetinin daha yiiksek oldugunu bulmustur (Sulistyaningsih ve dig. 2006). Bu
calismada kullanilan Salot genotiplerinde ise ginogenesis uyartimi sonucu elde edilen
ginogenik bitkicik ve ginogenik bitki oranlarinin % 0,2 oldugu bulunmustur. Sogan

genotiplerinin ginogenesis uyartim oranlar1t % 0 ve % 2 arasinda degisim
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gostermektedir. Salot genotiplerin de ise % 1,1 ve % 0,07 oraninda degisim
gostermektedir. Bu ¢alisma da 3 mm’den biiyiik sogan ve salot tomurcuklar kiiltlire
alinmistir. Tomurcuk boyutlarmin ginogenesis uyartiminda biiyiik etkileri oldugu ve
veriminide artirdigi bildirilmistir (Alan 2003). Muren (1989), Campion ve Alloni
(1990)’e gore antesisin hemen Oncesinde olgun ¢igek tomurcuklarinin ginogenesis i¢in
iyi gelismis embriyo keselerini bulundugunu gostermislerdir. Buna ek olarak,
Michalik ve dig. (2000) sogandaki daha kii¢iik (olgunlagsmamis) ¢igek tomurcuklarinin
(2,8- 3,0 mm uzunlugunda) daha biiyiik (olgunlasmis) olanlardan (3,5- 4,5 mm
uzunlugunda) 6nemli dl¢lide daha az embriyo elde edildigi gosterilmistir. Alan ve dig.
(2004) orta biiyiikliikteki (3- 4,5 mm uzunlugunda) ¢igek tomurcuklarinin, sogandaki
ginogenik haploidlerin iiretilmesinde kii¢lik (<3 mm uzunlugunda) ve biiyilik (>4,5 mm
uzunlugunda) olan tomurcuklardan daha iyi sonuclar verdigini bulmuslardir. Daha
biiyiik ¢igek tomurcuklart (>3 mm uzunlugunda), kisa siirede antesise ulagsmalar1 ve
biliyiik olasilikla tamamen gelismis embriyo keselerini igermelerinden dolay1
ginogenik haploidlerin {iretilmesinde daha etkili olabilecegini bildirmislerdir
(Campion ve Alloni 1990, Alan ve dig. 2004).

Calismada kullanilan sogan genotiplerinden seleksiyon materyali olan Alan
Beyazi, ginogenesis uyartimina en yiiksek sayida cevap veren donordiir. Bu donérden
elde edilen ginogenik bitkiciklerde bitkiye doniisiim miktarida en yiiksek seviyede
gozlemlenmistir. Ancak ginogenesis uyartimina cevap verme oranlarina bakildig
zaman Southport 404 genotipinin ginogenesise daha fazla cevap verme oranina sahip
oldugu goriilmiistiir. Standart ¢esit olmasina ragmen ginogenesis uyartimina cevap
vermeyen genotip ise White Lisbon genotipi oldugu bulunmustur. Bu genotipten cevap
gelmemesinin sebebi bitkinin antesis olusum zamanmin ge¢cmesi ya da iklim
kosullarinin bitkiyi olumsuz etkilemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Standart
cesitler arasindan Delfos, ginogenesis uyartimina yiiksek miktarda cevap veren ikinci
bir genotip oldugu bulunmustur. Salotta ise salot 1 ve salot 3 genotiplerinde ikiser
tomurcuktan ginogenesis cevabi alinmistir. Salot 1 genotipinden iki Salot 3
genotipinden {i¢ adet ginogenik bitki tiretilmistir. Salot 2 genotipinde cevap veren bir
tomurcuktan bir adet bitki iiretilmistir. Elde edilen bulgular ¢calismada kullanilan salot
genotiplerinin ginogenesis uyartimina cevap verdiklerini ve bu materyallerden haploid

ve DH bitkilerin iiretiminin saglanabildigini gostermistir.
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Bitkilerde ploidi seviyelerini belirlemek i¢in kromozom sayimi (Martinez dig.
2000, Foschi ve dig. 2013, Anandhan ve dig. 2014, Mathapati ve dig. 2018), stoma
ozellikleri (Ye ve dig. 2010, Ochatt ve dig. 2011) ve FCM analizi (Bohanec ve dig.
1995, Jakse ve dig. 1996, Geoffriau ve dig. 1997, Bohanec ve Jakse 1999, Grzebelus
ve Adamus 2004, Alan ve dig. 2004-2007, Jakse ve dig. 2010, Kaska 2013, Anandhan
ve dig 2014) gibi analizler ¢esitleri kullanilmistir. Bu calisma da ise ginogenesis
uyartimina gelen cevaplarin sonucunda bitkilerin ploidi seviyelerinin belirlenmesi igin
giivenilir ve hizli bir yéntem olan FCM analizi kullanilmistir. Alan beyazi1 ve Delfos
genotiplerinden ¢ok sayida bitki test edilmistir. Haploid bitki iiretim oranlari sirastyla
% 50 ve % 63,8’dir. Alan ve dig. (2003) yapilan ¢alismasinda Allium roylei ve Allium
cepa’nin melezlerinden ginogenik bitkilerin iiretiminde ¢ogu ginogenik A. cepa
bitkisinin (% 86) haploid, % 9'unun ise spontan olarak diploid oldugunu gosterilmistir.
Buna karsilik, A. roylei tiirevli bitkilerden elde edilen ginogenik bitkilerin % 77" si
spontan diploidlerdi. Ebrahimi ve dig. (2009) ginogenesis c¢alismalarinda
poliaminlerin iran sogan ¢esitlerindeki ginogenesis etkisini arastirmislardir.
Besiyerinde 0.01 mM BA, 0.01 mM 2,4-D, 2 mM putresin ve 0.1 mM spermidin ile
olusturulan kiiltiirlerden fazla sayida ginogenik bitkiler iiretmislerdir. Plodi
seviyelerine bakildiginda bitkilerin yaklasik % 73.6's1 haploid oldugu bulunmustur. Bu
nedenle, poliaminler sogan ginogenesis c¢alismalarinda kullanilabilecegini
sunmuglardir. Bunlarin yanisira bu ¢alisma da tetraploid bitki olusumu yalnizca Alan
Beyazi genotipinden geldigi gozlemlenmistir. PAUS Beyaz genotipinden haploid bitki
elde edilememistir ancak miksoploid (n+2n) bitki elde edilmistir. En az haploid bitki
eldesi Istanbul Silivri Beyaz gentopine ait olup bir tane elde edilebilmistir. Bu ¢aligma
datoplam 59 (% 55,6) tanesinden haploid bitki elde edilebilmistir. Salot genotiplerinde
toplamda dort ginogenik bitkicik test edilmistir. Bunlarmm % 50’si haploid, % 25
miksoploid (n+2n) ve % 25’1 diploittir.

Ginogenesis uyartimina cevap veren sogan tomurcuklarindan elde edilen
bitkiciklerin ~%60’1 gelisime devam ederek bitki haline doniisiirken geri kalanlar
(~%40) anormal gelisim gostermislerdir Bu arastirma da gelismeyen bitkiciklerin
FCM analizi yapilmistir. Toplam gelismeyen bitkicikler 97 tanedir. Bunlarin 41 tanesi
Alan Beyazi genotipinden geldigi ve % 39’u haploid, % 51,2 sinin diploid, geriye
kalanlarin hepsi miksoploid olusturdugu gozlemlenmistir. Alan beyaz1 ve Delfos

genotipleri ginogenesise ¢ok iyl cevap vermesinin yanisira gelismeyen bitkicik
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miktarlarinin da fazla oldugu bulunmustur. Delfos genotipinde % 20’si haploid, %
60’min diploid oldugu gozlemlenmistir. Diger genotiplerde de diploid bitkicik
sayisinin haploid bitkicik sayilarindan fazla oldugu gosterilmistir. Toplam da % 30,9’
haploid, % 10,3’ti miksoploid (n+2n), % 51,51 diploid, % 4,1’1 miksoploid (2n+4n)
ve % 3’0 tetraploid oldugu gozlemlenmistir. Bunun sonucunda gelismeyen
bitkiciklerin ploidi diizeylerinden kaynaklanmadigi bulunmustur. Gelismediklerinin
sebepleri arasinda besiyeri igindeki kimyasallardan kaynaklandigi veya genetik

kaynakl1 oldugu diistiniilmektedir.

Saksiya aktarilan ginogenik bitkilerin ve somatik bitkilerin karakteristik
ozellikleri belirlenmistir. Elde edilen verilere gore tiim sogan genotiplerinde bir adet
bas olusumu goriilmiis ve bas renklerinde herhangi bir degisim gozlemlenmemistir.
Fakat bas sekillerinde farkliliklar oldugu bulunmustur. Bu durumunda bitkinin
gelisimini tamamlayamamis olmasindan kaynaklandigr distintilmektedir. Ayrica
ginogenik bitkilerin sahip oldugu genetik materyaldeki resesif Ozellikleri
bulundurmasindan dolayr da bitkinin gelisiminin  sinirlandirilmis  olacagi

distiniilmektedir.

Haploid sogan bitkilerinin diploitlere gore daha yavas gelistigi ve dis ortama
aligtirilmalar: sirasinda daha fazla dikkat gerektirdigi goriilmistiir. Yalova 12, Alan
beyazi ve Delfos genotiplerinde iiretilen ginogenik bitkiler geliserek bas
olusturmuslardir. Yaprak olusturma sayilar1 géz oniine alindiginda ise Alan beyazi
genotipleri digerlerine gore daha fazla yaprak olusturma kabiliyeti gostermistir. Yas
agirligi bakimindan Delfos-G2 (170 g) ve Alan beyazi-G2 (222 g) genotiplerinin en
yiikksek yas agirliga sahip oldugu gozlemlenmistir. Alan beyazi- G2 genotipinin
genetik olarak iyi 6zellikleri bulundurdugu ancak gelisimini siirlandiran genleride

icerisinde bulundurdugu diigiintilmiistir.

Kompleks bir genetik temeli olan ginogenesis uyartim cevabinin genotipin F1
hibrit, OP standart veya islah materyali olmasi ile direkt olarak baglantili olmadigi
belirtilmistir (Geoffriau ve dig. 1997, Bohanec ve dig. 2003, Alan ve dig. 2004).
Bununla beraber baz1 OP sogan ve salot genotiplerinin ginogenesise yiiksek oranda
cevap verdikleri bilinmektedir (Cohat 1994). Islah edilmeye ¢alisilan sogan ve salot
materyallerinde haploid bitki {iretimi agisindan genetik yatkinligin olmasi ginogenesis

tekniginin yeni ¢esitlerin gelistirilmesinde kullanilmasi agisindan 6nemli bir avantaj

30



saglayabilir. Cok sayida DH bitkinin {iretilmesi farkli 6zellikleri ag¢isindna 6n plana
cikan ve genetik olarak tamamen saf bitkilerin elde edilmesinin 6niinii agabilir. Bu
sayede farkli F1 hibrit c¢esitlerin iiretilmesi i¢in ¢ok sayida ebeveyn adayi
gelistirilebilir. Ulkemizde yetistirilen sogan ve salot genotiplerinin 1slah
programlarinda kullanimi i¢in degerlendirilmeleri sirasinda eldeki materyallerin
ginogenesise gosterdikleri cevabin bilinmesi 1slah ¢alismalarinin basarisi agisindan

bliyiik avantajlar saglayabilir.
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