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OZET

GINOGENIK PIRASA (ALLIUM AMPELOPRASUM L.) HATLARININ
KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
VESILE KOCAKAYA
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. FEVZIYE CELEBI TOPRAK)

DENIZLi, ARALIK - 2019

Bu calismada, farkli yillarda ginogenesis yoOntemiyle elde edilen A.
ampeloprasum bitkilerinin  morfolojik gozlemleri yapilmistir. Elde edilen
ginogenik, somatik ve tohumdan iiretilen bitkiler Karsilastirilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarimsal
Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (PAU BIYOM) yiiriitiilmiistiir.

Calisma doku kiiltiriinde elde edilen ginogenik ve somatik bitkilerin
topraga aktarimi ile baslamistir. Bitkiler once biiyiitme kabinine daha sonra seraya
adapte edilmistir. Biiylimeleri takip edilen A. ampeloprasum bitkileri tohum
olusturma donemine geldiklerinde bitki boyu, ¢ap genislikleri dl¢iilmiis ve elde
edilen sonuglar ile ginogenik, somatik ve donér bitkiler birbirleriyle
karsilagtirilmistir. Tomurcuklari antesis asamasina gelen bitkilerin de polen
canliliklar test edilerek tohum verimlilikleri degerlendirilmistir. 1ki yilda dis
ortama uyumu takip edilen pirasa hatlarinda en iyi gelisime sahip olan ginogenik
bitkilerin inegdl hattina ait en az gelisim gosteren ginogenik bitkilerin ise Tarsus
Ortaya ait oldugu tespit edilmistir. Elde edilen 6l¢iimlere bakildiginda ginogenik
diploid bitkilerin somatik ve tohumdan elde edilen bitkilere gore genellikle daha
kiiciik boyutlarda olduklar1 gézlemlenmistir. Tomurcuklar1 antesis doneminde iken
polen canliliklari test edilen bitkilerin polen canlilik yiizdelerinin 2018’de % 52-86
ve 2019’da ise % 68-92 olarak bulunmustur. Ci¢eklenen bitkilerde tohum veriminin
polen canlilig: ile iliskili oldugu, yiiksek tohum veren bitkilerin polen canlilik
yiizdelerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yetistirme sezonunda mevsimsel
sicakligin normalden yiiksek (>35° C) olmasimnin bitki saglikligi ve gelisimini
negatif yonde etkiledigi, polen canliliginin azalmasina neden oldugu ve tohum
verimini olumsuz etkiledigi gézlenmistir. Uygun sicakliklarda (<35° C) yetistirilen
ve olumsuz gevre sartlarindan korunan bitkilerin ise daha iyi gelistigi ve saglikli bir
gorliiniime sahip oldugu, polen canlilik yiizdelerinin daha yiiksek oldugu ve tohum
veriminin arttig1 gézlemlenmistir. Bu ¢alisma ile ekonomik 6nemi yiiksek bir tiirde,
A. ampeloprasum, ginogenik bitkilerin dis ortamdaki performanslar: detayli olarak
incelenmistir. Calisma sonucunda o6zellikle tetraploid ginogenik bitkilerin
tohumdan yetistirilen ve somatik kdkenli bitkiler kadar saglikli biiyiidiikleri ve
tohum iirettikleri gdsterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Ginogenesis, Allium ampeloprasum, In vivo



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF GYNOGENIC LEEK (ALLIUM
AMPELOPRASUM L.) LINES
MSC THESIS
VESILE KOCAKAYA
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR:PROF. DR. FEVZIYE CELEBI TOPRAK)

DENIiZLi, DECEMBER 2019

In this study, morphological characteristics of A. ampeloprasum obtained by
gynogenesis in different years were evaluated. The gygonenic plants were
compared to those obtained from somatic regeneration and seed germination. This
study was carried out in Pamukkale University Plant Genetics and Agricultural
Biotechnology Application and Research Center (PAU BIYOM).

The study was initiated with the transfer of gynogenic and somatic plants to the
soil. These were placed in growth chamber for acclimation process and then
transferred into greenhouse for further growth and observations. When they reached
the seed formation stage, their heights, and stem diameters were measured and the
results of gynogenic, somatic and donor plants were compared to each other. The
pollen viability of the plants whose buds reached to the anthesis stage was tested
for seed productivity. The adaptation of these leek plants were observed for two
years. The most developed plant line was determined as Inegol whereas the least
developed one was Trasus Orta in terms of height, diameter and stem widts
measurement. When all results were considered, diploid gygogenic plants were
usually smaller than somatic regenerants and seed germinated plants. The pollen
viability of tested plants ranged from 52 to 8 % in 2018 and 68 to 92 % in 2019,
respectively. It was found that seed yield of flowering plants was corrolated with
pollen viability, plants with high pollen viability rates provided high seed yields. It
was observed that when seasonal temperature is higher than normal (>35° C) the
plant health and growth were influenced negatively, caused reduction in pollen
viability, and lowered the seed yield. Plants grown under suitable temperatures
(<35° C) and protected from unfavorable conditions showed better and healtier
growth, higher rates of pollen viability and increased seed yield. With this study,
performances of gynogenic plants of an economically important species, A.
ampeloprasum, were evaluated in detail. As a result of this study, it was shown that
especially tetraploid gynogenic plants grew healthy and produced seeds as good as
plants grown from seeds and those of somatic origin.

KEYWORDS: Gynogenesis, Allium ampeloprasum, In vivo
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ONSOZ

Ginogenesis yontemiyle elde edilen Allium ampeloprasum bitkilerinin dis
ortama uyumunun goézlemlenmesi amaciyla gergeklestirilen bu calismay1 tez
konusu olarak 6neren danisman hocam Prof. Dr. Fevziye Celebi Toprak’a ¢alismam
boyunca gosterdigi sabir ve her asamasinda yaptig1 yardimlarindan dolay1 tesekkiir
ediyor, saygi ve sevgimi ylirekten sunuyorum.

Tezimin jiri tyesi olan Prof. Dr. Ali Ramazan Alan’a da yaptigi
yardimlarindan dolay1 tesekkiir ediyorum.

Tez ¢aligmam boyunca yaptiklar1 yardimlarindan ve desteklerinden dolay1
basta arkadasim Fatma Diizgiin olmak iizere tiim PAU BIYOM ekibine tesekkiir
ediyorum.

Okula bagladigim giinden beri maddi ve manevi destegini higbir zaman
esirgemeyen her zaman arkamda oldugunu hissettiren abim Ali Kocakaya’ya
sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunuyorum. Ayrica bu siiregte yanimda olduklarini
hissettiren manevi destegini esirgemeyen annem Giilperi Kocakaya’ya ve diger tim
aile bireylerime de sevgi ve tesekkiirlerimi sunuyorum...

Ve babam Dursun Kocakaya anisina...
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1. GIRIS

Giliniimlizde her gecen gilin artan niifus ve azalan tarim alanlar1 temel
ihtiyaclarimizdan olan besinlerin 6nemini daha da artirmaktadir. Diinyamizda
karalarin sadece % 10’u tarima elverislidir. Bu elverigli bolgelerin bir kismi1 da
erozyon, tuzluluk gibi sorunlarla kars1 karsiyadir (Onay ve dig. 2012). Bu durumda
elde edilen besin miktar1 niifus artisina paralel olarak artmamaktadir. Niifus artisina
bagli olarak insanlarin ihtiyaci olan gida iiriinlerinin verim ve kalitelerinin arttirilmasi
zorunlu hale gelmistir. Birgok tarimsal bitki tiirlinde artan talebin karsilanmasinda
yiikksek verimli, yliksek adaptasyon kabiliyeti olan, biyotik ve abiyotik streslere

dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in bitki 1slah1 son derece 6nemlidir.

Bitki 1slahi, bitkilerin genetik ve sitogenetik ozelliklerinden faydalanilarak;
goriiniimii giizel, tath, yiiksek verim elde edilen, biyotik ve abiyotik stres kosullarina
dayanikli bitki ¢esitlerinin gelistirilmesidir. Bitki 1slahi, binlerce yil 6nce insanlarin
kendileri i¢in besin olabilecek bitkileri segmesi ile kendiliginden baslamistir. Boylece
daha verimli iiriinler veren bitkilerin tarimi baglamistir. Bitki 1slahinin temelini
olusturan bu yontem seleksiyon olarak adlandirilmaktadir. Bitki 1slahinin bilimsel
anlamda temelleri Gregor Mendel tarafindan atilmigtir. Tiirler igerisinde ya da tiirler
arasinda gerceklestirilen melezlemeler sonucu elde edilen yeni bireyler daha yiiksek
verim ve kaliteye sahip olabilmektedir. Melezleme 1slahinin temeli ise Gregor
Mendel’e dayanmaktadir. Gregor Mendel bezelyeleri incelerken sistematik bir sekilde
melezlemeler yaparak bazi 6zelliklerin kalitim mekanizmasini kesfetmistir. Bitkilerde
fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olan faktorlerin  kalitsal oldugunun
anlagilmasindan sonra bitkis 1slah1 ¢alismalar1 baslamistir. Onceleri melezlemeler ve
kendilemeler sonrasi seleksiyon caligmalar1 ile baslayan islah calismalar1 1970’1
yillarda haploidizasyon metodlarinin gelistirimeye baslamasiyla yeni bir ivme
kazanmigtir. Giiniimiizde 1slah siirecini kisaltmak, {iretimi iyilestirmek ve tarim
tizerinde ¢evrenin  etkisini azaltmak i¢in  biyoteknolojik  yOntemlerden

faydalanilmaktadir (Keller ve Kik 2018).



Allium tiirlerinin klasik yetistirme kosullarinda gelistirilmesi; bitkinin uzun
yagsam dongiisii, heterozigot olmasi, kendileme depresyonu, ploidi seviyesinin yiiksek
olmasi gibi nedenlerden dolay1 uzun ve zaman almaltadir. Allium tiirlerinde homozigot
hatlarin tiretimi ve ¢esit gelistirme siirecini hizlandirmak i¢in double-haploid (DH)
teknolojisinden faydalanilabilir. Alliumlarda DH bitki iiretimi i¢in en uygun yontemin
ginogenesis oldugu tespit edilmistir (Alan ve dig. 2016). Modern 1slah yontemlerinin

kullanilabilinmesi 1slah1 zor olan bitkiler i¢in biiyiik avantajdir.

1.1 Haploidizasyon

Diploid; hiicre basina iki kromozom setine sahip hiicre ya da organizmaya
karsilik gelirken, haploid; hiicre basina tek bir kromozom setine sahip hiicre ya da
organizmaya karsilik gelmektedir (Watts ve dig. 2018). Bir tiiriin normal kromozom
sayisinin yarisina sahip olan esey hiicrelerinden yararlanilarak, o tiiriin gametik

kromozom sayisini tastyan bitkilerin elde edilmesine haploidizasyon denir.

Haploid bitkiler; in vitro ve in vivo uyartim ile elde edilebilirken nadiren de
olsada dogada kendiliginden ortaya ¢ikabilmektedir. Fakat ortaya ¢ikma orani farkli
genotiplere gore degiskenlik gostermekte ve genellikle diisiik seviyelerde kalmaktadir
(Dunwel 2010). Dogal haploidlerin kaynagi genellikle bir tohumun birden fazla
embriyoya sahip olmasi durumudur. Bir¢ok bitki tiirlinde ikiz embriyolardan farkli
ploidi seviyelerine sahip bitkiler iiretilebilinecegi tespit edilmistir (Zenkteler ve dig.
2012). Bu bitkilerde haploidler ikizlerin birinde goriiniir ve yumurta hiicresi diginda
dollenmemis bir hiicreden tretilir. Kendiliginden gelisen haploidlerin varlig: ilk olarak
Datura stramonium bitkisinde 1921 yilinda Dorothy Bergner tarafindan tespit
edilmistir (Blakeslee ve dig. 1922). Zhang ve dig. (1989) tarafindan yapilan ¢alismada
meyve agaglarindan elma ve seftalide ilk kendiliginden haploid bitkiler elde edilmistir.
Ayrica kuskonmaz gesitleri iizerinde yapilan ¢alismada ikiz embriyolar bulunmus ve
elde edilen haploid bitkilerin kromozomlar iki katina ¢ikacak kadar bitkisel canliliga
sahip olduklar1 gézlemlenmistir (Zenkteler ve dig. 2012). Dogada kendiliginden elde
edilen haploid bitkiye oldukc¢a az rastlanmaktadir. Bu sebeple kisa siirede ¢ok sayida
ve saglikli bitki elde edebilmek igin in vitro yontemlere basvurulmustur. Bu

yontemlerden bazilar1 androgenesis ve ginogenesis olarak bilinmektedir.



1.1.1 Androgenesis

Androgenesis, anter veya mikrospor kiiltiirleri yapilarak, olgunlasmamis polen
tanelerinden kallus ve embriyolarin elde edilmesi yontemidir. Bu uygulama ile elde
edilen bitkilerin hiicrelerinde haploid sayida kromozom bulunmasi nedeniyle steril
kalmalarinin 6niine gegilmesi i¢in kromozom katlamasi ile bitkilerin katlanmis haploid
(DH) hale getirilmesi gerekir (Dwivedi ve dig. 2015). Ik basarili androgenesis
uygulamas1 Datura stramonium da gergeklestirilmistir (Blakeslee ve dig. 1922).
Sonrasinda piring, bugday, misir, arpa, ekonomik ag¢idan onemli agaglar, meyve
bitkileri ve sifali bitkiler gibi bir¢ok bitki anter kiiltiirii ile iiretilmistir (Mishra ve Rao
2016). Anter kiiltiiriinde basarili sonuglarin yani sira basarisiz sonuglar da elde
edilmistir. Keller ve Korzun’un (1996) soganda haploid iiretmek i¢in yaptiklari anter
kiiltiir deneyleri basarisizla sonuglanmistir. Androgenesis; tireme dongiisiinii kisaltma,
homozigoz durumdaki oOzellikleri sabitleme ve yararli resesif ozelliklerin se¢im
etkinligini arttirma avantajlarindan dolay1 bitki 1slahinda 6nemli bir yere sahiptir
(Mishra ve Rao 2016). Bu teknigin dezavantajlar1 olarak ta yogun emek, zaman alici,
diisiik embriyogenesis ve yiiksek albinizm sikligi sayilabilmektedir (Dwivedi ve dig.
2015).

1.1.2 Ginogenesis

Diploid bir bitkinin déllenmemis yumurta hiicresinden haploid bitki elde etme
stirecidir. Ginogenesis yontemi androgenesise oranla daha yiiksek genetik stabilite ve
diisiik albino etkisi gostersede androgenesis uygulamasinin basarisiz oldugu bitkilerde
alternatif bir yontem olarak uygulanmaktadir (Murovec ve Bohanec 2012, Chen ve
dig. 2011). Ginogenesis uygulamasinda androgenesis uygulamasimnin aksine daha az
verim elde edilmesi ve yogun emek gerektirmesi ginogenesisin dezavantajlardandir

(Pazuki ve dig. 2018).

Haploidi durumu ginogenesis ile elde edilen sogan bitkilerde oldukga stabildir

(Alan ve dig. 2007). Bu yontemle elde edilen haploid bitkilerde kromozom katlamasi

uygulamalari yolu ile elde edilen diploid (DH) bitkilerden bir jenerasyonda yiizde yiiz

homozigot (saf) hatlar elde edilebilir. Tetraploid bitkilerin tomurcuklar1 kullanilarak

ginogenesis ile diploid bitkiler elde edilebilmektedir (Alan ve dig. 2016). Elde edilen
3



diploid bitkiler ciceklenme donemine geldiginde tomurcuklar tekrar ginogenesis
uyartim medyasina konularak haploid bitkiler elde edilebilmesi miimkiin olabilir.
Kromozom katlamasi teknigi ile once diploid daha sonra tetraploid saf hatlar elde

edilebilmektedir.

Ginogenesis yontemi ile haploid bitkilerin tiretimi ilk kez arpada yumurtalik
eksplantlarinin kiiltiire alinmasi elde edilmistir (San Noeum 1976, Chen ve dig. 2011).
Bunu takiben sogan, patates, musir, lale, seker pancari, bugday gibi bir¢ok bitki tiiriinde
dollenmemis oviil kiiltiiriinden haploid bitkiler elde edilmistir (Chen ve dig. 2011).
Ginogenesis ¢aligmalarinda ovul, ovari ve tim tomurcuk eksplantlarinin farkli uyartim
ortamlarindaki performanslar1 arastirilmistir. Ginogenik bitki eldesi ovul ve ovari
kiiltiirtinde zor ve zaman alic1 oldugu i¢in tiim ¢igek tomurcuklarinin kiiltiire alinmasi
daha ¢ok tercih edilmistir (Alan ve dig. 2004). Soganlarda agmamis ¢igek
tomurcuklarinin kiiltiire alinmasi sonucu ginogenik bitki elde edilmesi basarili
olmustur (Bohanec ve Jakse 1999, Alan ve dig. 2003). Tiim tomurcuk kiiltiirii yontemi
ile basar1 elde edilen diger bir bitki olan pirasada da ginogenesiste basari elde

edilmistir (Alan ve dig. 2016).

Ginogenesis yonteminin basarisini birgok biyotik ve abiyotik faktorler (donor
bitkinin genotipi, biiylime kosullari, ovullerin gelisim asamasi, besiyeri icerigi)
etkilemektedir (Murovec ve Bohanec 2012). Ornegin Alan ve dig. (2007) ginogenesis
ile DH sogan {iretim basarisinin dniindeki engellerin; donor bitkinin ginogenesise
verdigi yanitin diigiik olmasi, basarili kromozom ikiye katlama prosediirlerinin
olmamasi ve diisiik spontan diploid rejenerasyonu olarak tespit etmislerdir. Alan ve
dig. (2016) tarafindan pirasada yapilan ¢alismada 12 farkli besi ortaminda kiiltiire
alinan tim tomurcuklarin biri disinda tiim besi yerlerinde cevap verdigi goriilmiistiir.
En yiiksek ginogenesis cevabi oarni1 2 mg/l diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 2 mg/ |
6-benzyaminopurine ve 75 g/l seker iceren B5 besi ortaminda gozlemlenmistir.
Golabadi ve dig. (2017) nin yaptigi calismada ise dollenmemis salatalik
ovaryumlarinin kullanildig1 deneylerde termal sok 6n islemi, giimiis nitrat, genotip ve
hormonal faktdrlerin bagimsiz ya da ayni anda embriyo ve kallus elde edilmesinde
etkili oldugu tespit edilmistir. Bazi tiirlerde ginogenesis ile kisa stirede saglikli ve fazla
sayida bitki elde edilebildigi icin ginogenik bitkiler 6nemli 1slah materyalleri olarak

kullanilabilir.



1.2 Alliumlarin Genel Ozellikleri

Alliumlar igerisinde 800 den fazla tiir bulunduran (Veiskarami ve dig. 2019) en
biiyiik monokotil cinstir (Stearn 1992). Alliumlar Amaryllidacea ‘ya yakin bir familya
olan Alliaceae familyasinda yer almaktadir (Fritsch ve Friesen 2002). Kuzey yarim
kiirenin 1liman, sicak ve kuzey bdlgeleri boyunca genis bir dagilima sahiptir (Brewster
1994). Yiiksek tiir ¢esitliligine sahip cinsin yayilim alanlar1 Akdeniz havzasindan, Orta
Asya ve Pakistan’a uzanmaktadir (Fritsch ve Friesen 2002). Bu alanda yer alan

Tiirkiye’deki Allium cinsinin yogun oldugu bolge ise Akdeniz’dir.

Tiirlerin ¢cogunlugu kurak, iliml ve giinesli yerlerde yetismektedir. Yazin
kuruyan boélgelerin tiirleri oldugu gibi kisin uyuyan soguga adapte olmus tiirleri de
vardir (Brewster 2008). Allium tiirleri bir¢ok ekolojik nise (Himalaya ve Orta Asya
daglari, Avrupa deniz kiyilar1 ve nehir kiyilarinda ¢akilli yerler gibi) uyum saglamistir
ve bu sebeple biiyiime asamalarinda da farklilik gostermektedirler (Fritsch ve Friesen
2002).

En az 20 Allium tiri (A. cepa L. (sogan), A. sativum L. (sarimsak), A.
fistulosum L. (sogan), A. ampeloprasum L. (pirasa), A. schoenoprasm L. (sogan) gibi)
ekonomik agidan 6nemli bir yere sahiptir (Wheeler ve dig. 2013). Yenilebilir Allium
tiirlerinde en eski ekili mahsulleri igerenler; sogan, sarimsak, pirasa ve japon soganidir
(Brewster 2008). Kiiltiir formlarinin en 6nemlileri Orta Asyanin daglik bolgelerinde
yetisen yabani akrabalarindan evrilmislerdir (Brewster 2008). Alliumlarin yabanil
tiirlerinin bircogunda hastaliklara kars1 direnglik, koku, tat, renk, sekil gibi genlerin

bulunmasi 1slahta da tercih edilir hale getirmistir.

Allium tiirleri genellikle ¢ok yillik ve yumru govdeli olup tipik sogan ya da
sarimsak tadr veren kimyasallar iretirler. Lezzetleri ve aromalar1 nedeniyle de
yiyeceklerde baharat olarak kullanilirlar. Ayrica pirasa igerdigi kalsiyum, demir, iyot,
mineraller ve A, E, K, C vitaminleri bakimindan besin degeri yiiksek bir bitkidir.
Alliumlar gida olarak kullanilmasinin yani sira tibbi degerleri de tanimlanmig 6nemli
bitki tiirleridir (Kik 2002). Sarimsak, kardiyovaskiiler hastaligin 6nlenmesi ve 6zel
kanser tiirleri tedavisinde kullanilan 6nemli bir tiirdiir (Koch ve Lawson 1996).
Sarimsak ile ilgili bilimsel arastirmalar 1858 yilinda Pasteur’un sarimsak ekstratlarinin

antibakteriyel  Ozelliklerine  dikkat ¢ekmesinden itibaren  antibiyotiklerin
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kesfedilmesine kadar sarimsak; tifiis, kolera, tiiberkiiloz gibi salgin hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir (Lanzotti ve dig. 2013). Farkli pirasa tiirleri ile yapilan
calismada ise yesil yapraklarinin beyaz kismina oranla daha giiclii antioksidan 6zelligi
oldugu tespit edilmistir (Bernaert ve dig. 2012). Ayrica Alliumlar Tirkiye’de
genellikle gida amagli kullanilsalarda diinyada siis bitkisi olarak 6nemli bir yere

sahiptirler.

1.3 Allium ampeloprasum’un Ozellikleri

A. ampeloprasum Alliacea familyasina ait, ekonomik olarak 6nemli tiirlerden
biridir (Alan ve dig. 2016). Tiirkiye’nin de iginde yer aldig1 Akdeniz havzasi, Akdeniz
adalar1, Kuzey Afrika ve Giineybati Asya’dan Giiney Ingiltere’ye uzanan iilkelere
yayilis gostermektedir (Guenaoui ve dig. 2013). Tiirkiye’de ise Akdeniz Bolgesinde
yaygin olarak bulunmaktadir. A.ampeloprasum iilkemizde siklikla tiiketilen bir kis
sebzesidir. Gida, baharat ve ila¢ olarak dnemli bir yere sahiptir. A. ampeloprasum
diinyanin birgok yerinde yetistirilip tiikketilen bir bitkidir ve zaman igerisinde yeni gesit
ve Ozellikleri kazandirilmigtir. Diinyada yetistiriciligi yapilan ¢esitlerin ¢cogunlugu
acik tozlanan standart hatlardir. Gelismis iilkelerde yiiksek verim ve homojen bitkiler

elde etmek amaciyla F1 hibrit ¢esitleri kullanilmaktadir (Bernaert ve dig. 2012).

A. ampeloprasum iilkemizde her bolgede yetigse de serin iklimden hoslanan bir
bitkidir. Fakat vegetatif biiyiime icin uygun sicaklik yaklasik 20 °C dir (Bernaert ve
dig. 2012). Bitkiler 2-3 °C de gelismeye devam etsede 0 "C de gelisim durmaktadir.
Her toprakta yetismekte fakat humusun artmasi kaliteyi arttirmaktadir. Topragin pH’1
6-6.5 olmas1 verimi arttiran diger 6zelliklerden biridir. Pirasa ekimi genellikle Mart-
Mayis aylarinda yapilmaktadir. Tohumlarin ¢imlenmesi ise 10-35 “C’de, ekiminden
10-12 giin sonra ger¢eklesmektedir. Yetistiricilikte birkag aylik fideler araziye dikilir.
Yaz ortasindan itibaren hasat edilebilirler. Ulkemizin Akdeniz bolgesinde bitkiler kis
boyunca hasat edilebilirler. Cigeklenme iki yilda gerceklesir. Cicek agma donemleri
genellikle Haziran, Temmuz, Agustos aylaridir. Tohumlar Eyliil ve EKim aylarinda da

toplanirlar.

A. ampeloprasum yogun bir kok yapisina sahiptir. Kokleri sulamaya bagl

olarak 50-60 cm derinlige inebilmektedir. Yogun kok yapisinin topraga fazla
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tutunmasi sebebiyle hasat edilirken toprakta kok sacaklar1 kalabilmektedir. Kalan kok
kalintilar1 toprakta ¢iiriiyerek topragin iyilesmesinde rol oynamaktadir. Govde, kokler
ile aks arasinda yer almaktadir ve yapraklar onun iizerinde dizilmislerdir. Y apraklarin
¢ikis noktalar1 hep birbirinin i¢inden olmaktadir (van-der Meer ve Hanelt 1990). En
yasgh yapraklar dis kisimda gen¢ yapraklar ise i¢ kisimda yer alirlar ve yapraklar
boyuna serit seklinde olup simetrik gelisim gdstermektedirler (Akgiin 2018). iki yillik
bir bitkidir. Birinci yilda vejetatif olarak kalmakta ikinci yilda ¢igek ve tohum
olusturmaktadir. Cigekler, aksin orta kismindan ikinci yilin ilkbaharinda meydana
gelen, iki metre boy alabilen ¢igek sapmin u¢ kisminda yer almaktadir. Cigekler
baslangigta agcmamis halde bir zarin iginde bulunmaktadirlar. Cigek sapinin
uzamasiyla patlayan zardan ¢ikan cicekler beyaz, pembe ve mor renkler arasinda
degiskenlik gostermektedirler. Cicekleri erselik ve genellikle altili yapraklardan
olusan tomurcuklarinda her karpelde iki tohum taslagi bulunan ii¢ bolme yer
almaktadir. Her bir tomurcuktan yaklasik 1-6 civari tohum elde edilebilmektedir.
Pirasalar, sogan ve sarimsaktan farkli olarak bas iiretmezler ve tohumlar alindiktan
sonra bitkiler yok olmaktadir (Kaska ve dig. 2013). Sonbahar déneminde hasat edilip
cikarilan tohumlar siyah, parlak renkli olup sogan tohumlariyla fazla benzerlik

gostermektedirler. Tohumlar ¢imlenme giiciinii 2-3 yil muhafaza edebilmektedirler.

1.4 Allium ampeloprasum’da Haploid Bitki Uretimi

A. ampeloprasum, antik ¢agda dagilim alaninin tetraploid populasyonlari sebze
ve baharat bitkileri olarak evcillestirilmistir (Fritsch ve Friesen 2002). ilerleyen
zamanlarda da birgok iklim tipinde ve diinyanin bir¢ok yerinde yetistirilmek igin
gelistirilmistir (Bernaert ve dig. 2012). Geleneksel acik tozlanan standart gesitler
diinyanin bir¢ok pirasa liretim bdlgesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Alan ve dig.
2016). Bu tiirde 20. yy’m ikinci yarisindan itibaren yeni gesitler gelistirilmis ve tercih
edilen 6zellikler (kisa dayaniklilik, yapraklarin dikligi, koyu yaprak rengi gibi) bitkiye
kazandirilmigtir (Bernaert ve dig. 2012).

Giiniimiizde de tercih edilen bir sebze oldugu i¢in saglikli, goriiniimii giizel ve
kisa siirede yetistirilen bitkileri elde etmek artik gerekli hale gelmistir. Allium

tirlerinde gerceklestirilen ginogenesis uygulamasi ile ilk haploid bitkilerin tiretimi



soganda gergeklestirilmistir (Muren 1989, Campion ve Alloni 1990). Daha sonra
ginogenesis uygulamasi ile tetraploid Allium tiirleri olan A. tuberosum ve A.
ampeloprasumdan ginogenik bitkiler elde edilmistir (Keller ve Korzun 1996, Schum
ve dig. 1993).

A.ampeloprasum c¢ok biiyiik bir genoma (~50 pg DNA/¢ekirdek) sahiptir
(Kaska ve dig. 2013). Bu tiirde gelistirilmis olan ticari gesitler genellikle tetraploittir
(2n=4x=32) (Alan ve dig. 2016). Bu tiire ait bitkilerin yiiksek oranda heterozigot
olmasi, kendileme depresyonu gostermesi, uzun yasam dongiisii gibi 6zellikleri 1slah
caligmalarini zorlastiran sebepler arasinda yer almaktadir. Ginogenesis uygulamasinin
A.ampeloprasum tiiriinde 1slah ¢alismalarina entegre edilebilmesi ig¢in ginogenesis
uyartim protokoliiniin gelistirilmesi 6n kosuldur ve bu teknigin basarili sekilde
uygulanabilmesi bu tiirde yeni c¢esitlerin gelistirilmesini hizlandirabilir (Alan ve
Celebi-Toprak 2016). Farkli protokoller denenerek ginogenik bitki eldesi miimkiin
olmaktadir. Celebi-Toprak ve Alan (2016) farkli genotiplerden alinan tiim tomurcuklar
degisik miktarlarda siikroz iceren ve icermeyen iki BDS temelli besi ortaminda kiiltiire
almiglardir. Calismada siikroz miktarinin ginogenesis uyarttminda énemli bir role
sahip oldugu bulunmustur. Siikroz igermeye ortamlarda ginogenesis cevabi
gbzlenmezken, 75 g/l ve daha fazla siikroz igeren ortamlarda kiiltiir baglangicindan
yaklasik ti¢ ay sonra ginogenik bitkicikler elde edilmistir. Kaska ve dig. (2013) kiiltiire
koyduklar1 35000 A. ampeloprasum cicek tomurcugundan 48 ginogenik bitki
tretmiglerdir. Elde edilen bitkilerin ¢ogunlukla diploid ploidi seviyesine sahip
olduklar tespit edilmistir. Ginogenik bitkilerin tetraploid oldugu goriilmiis ve elde
edilen tetraploid bitkiler somatik kokenli ve tohumla {iretilen bitkiler ile
karsilastirilmistir. Tetraploid ginogenik bitkilerin indirgenmemis yumurta hiicreleri
veya diploid embriyolarin spontan olarak tetraploide donilismiis olduklar1 kesinlik
kazanmamustir. Ginogenik bitkilerin normal bitkiler gibi gelisim gosterdikleri
goriilmiistiir. Diploid ginogenik bitkiler genellikle tetraploidlerden daha yavas
geliserek daha kiigiik bitkiler olusturmuslardir.



1.5  Ploidi Analizinin Onemi

Bitkilerin kromozom sayilarinin tespiti i¢in kullanilan yontemdir. In vitro
uyartim sonucu elde edilen ginogenik bitkilerin kromozom sayilarinin kesin olarak
tespit edilmesi i¢in yapilir. Ploidi analizi farkli yOntemler uygulanarak
yapilabilmektedir. Bunlardan bazilar1 bitkinin kdk ucu (Campion ve Alloni 1990,
Muren 1989) ya da siirgiin ucu hiicrelerinde (Campion ve dig. 1995) kromozom
sayimlari yapilmasidir. Diger bir teknikte ise stoma ve koruyucu hiicrelerin ¢ekirdek
uzunluklar olgiliir (Keller ve Korzun 1996). Yaprak ve diger organlardan alinan
cekirdeklerin flow sitometri ile analiz edilmesi yolu ilede ploidi tespiti yapilir
(Bohanec ve dig. 1995, Jakse ve dig. 1996). Bu yontem diger tekniklere gore daha
hizli, tahribatsiz, farkli dokularda uygulanabilme ve canli dokudaki DNA miktarinin
tam oranini yansitma gibi avantajlara sahiptir (Bohanec 2002). Bu teknik ile A.
ampeloprasum o6rneklerinin analizinde genellikle 50 mg kadar taze yaprak ornegi
alinarak bir buz tizerine yerlestirilmis Petri tabagina konur. Ayn1 tabaga analizde igsel
kontrol olarak kullanilan arpa yapragi eklenir. Yapraklar ¢ekirdek izolasyon ¢ozeltisi
icersinde ince seritler halinde kiyilir. Ornek naylon fitreden gegirilerek Eppendorf
tiipiinde toplanir. Cekirdek 6rnegine floresan bir boya konduktan sonra 6rnekler bir

flow sitometri aletinde analiz edilir (Alan ve dig. 2016).

1.6  Polen Canlihginin Onemi

Bitkilerin anthesis agsamasindaki tomurcuklarina yapilan polen canlilik testi
bitkiden elde edecegimiz tohum verimine yonelik Onceden bilgi sahibi olmamizi
saglamaktadir (Kaska 2013). Déllenmede disi tireme hiicresi olan yumurtanin saglikli
olmasi kadar erkek iireme yapisi olan anterlerde bulunan polenlerin saglikli bir gen

akist i¢in yeterli canlilifa sahip olmasi gerekmektedir.

Diinyadaki ¢igekli bitkilerin ¢ogunlugu dogal yollarla (bocek ve riizgar gibi)
gerceklesen tozlasma sonucu dollenmektedir. Bocekler ile tozlanan bitkilerde
tozlayicilar, anterlerde bulunan polenleri toplayarak bir ¢igekten digerine tasirlar.
Tasinan polen tanecigi bagka bir yumurtayr dolleyip olgunlasmis canli meyve
tirettiginde bir gen akis1 gergeklesmis olur. Dogal ortamda gergeklesen bu tozlagma ile
verimli Urlinler elde edilebildigi gibi bunun tersi bir durum olarak mahsuliin vahsi bir
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tire ya da yabani populasyonlara istenmeyen gen aktarimlari da
gerceklesebilmektedir. Gergeklesen gen aktariminin farkl tiirlere ya da yakin tiiriin
farkli populasyonlarina transferini azaltmak avantaj saglamaktadir. Ayrica tozlasmada
asir1 sicaklik, UV radyasyon, yiiksek bagil nem, kuru hava gibi dis etmenler polen
canliligin1 olumsuz etkilemektedir (Brunet ve dig. 2019). Bu sebeple dogal etkilerin
olmadig1 ortamda bitkilerin kisiler tarafindan bir firca yardimi ile tozlasmayi
gerceklestirmesi istenilen gen aktariminin gergeklesmesini saglamaktadir. Polen
canliligr bitki tlirleriarasinda ve tiirlerin ¢esitleri arasinda da degiskenlik
gostermektedir (Stone ve dig. 1995). Dis etmenlerden etkilenen ya da farkl: tiirlere ait
bitkilerin polenlerinin canliliklarini test etmek bize elde edecegimiz meyvenin ve
tohumun verimi hakkinda fikir iiretmemizi saglamasi agisindan 6nemli bir yere

sahiptir.

1.7 Kromozom Katlamasinin Onemi

Kromozom sayis1 yariya inmis ve saf hale gelmis bitkilerin 1slah calismalarinin
devaminda kullanilabilmesi i¢in tohum tiretilebilmesi gerekmektedir. Haploid haldeki
bitkinin verimli hale gelmesi kromozom katlamasi1 yapilmalidir (Alan ve dig. 2007).
Haploid bitkilern somatik hiicrelerindeki kromozom sayisinin iki katina ¢ikartilmasi

ile hem diploid hem de homozigot bir hiicre elde edilebilmektedir (Hyde ve dig. 2012).

Kromozom katlama yontemi pirasaninda iginde yer aldig1 bir¢ok bitki tiiriinde
uygulanmaktadir. Kromozom katlamasi uygulamasinda hiicre boliinmesinin mitoz
asamasinda ig ipliklerinin olusumunu engelleyen kimyasallar kullanilir. Mitoz
boliinmenin interfaz asamasinda kalitim materyali olan kromozomlar duplike olur ve
sayist iki katina ¢ikar. Sayisi iki katina ¢ikan kromozomlar metafaz asamasinda iken
kullanilan kimyasal ile bu asamada durdurulur ve kromozomlar kutuplara ayrilip
cekilemezler. Boylece kromozom sayisi iki katina ¢ikmaktadir. Katlanmis haploid
tekniginde antimitotik amiprophos-methyl (APM), orizalin, kafein, kloral hidrat,
asenaften, 2-hydroxynicotinic asit, pronamid, kolgisin gibi kimyasallar ile ¢alisilmistir
(Bouvier ve dig. 1994). Kol¢isin en yaygin olarak kullanilan kromozom katlama

ajanidir (Hansen ve Anderson 1998).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Bitki Materyali

Bu calisma Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (PAU BIYOM) vyiiriitiilmiistiir. Calisma, 2016
ve 2017 yillarinda elde edilen A. ampeloprasum (Gérle-Karacasu, Inegél, Kartal
Kalem, Tarsus Kisa, Tarsus Orta ve Tarsus Uzun) materyalleri ile ger¢eklestirilmistir.
Calismada kullanlan materyaller ginogenik, somatik ve tohumdan iiretilmis bitkilerdir.
Diploid seviyeden tetraploid seviyeye doniistiirme amaciyla yapilan kolgisin
uygulamasindan elde edil ve spontan olarak tetraploid seviyeye doniistiiriilmiis olan

bitkilerde ¢alismaya dahil edilmistir.

2.2 Ginogenik ve Somatik Uyartima Cevap Veren Bitkilerde Ploidi
Analizi

A. ampeloprasum materyallerinde ploidi seviyesi belirleme islemi Alan ve dig.
(2016) tarafindan rapor edildigi sekilde gergeklestirilmistir. Bu bitkilerden ~50 mg
yaprak ornegi alinarak 1slak buz kutusunda bulunan Petri tabaklarina yerlestirilmistir
(Sekil 1 A). Bu 6rneklere yeni ¢imlendirilmis olan arpa (i¢sel kontrol) fidelerinden
alman ~10 mg yaprak eklenmistir. Yaprak orneklerinin i¢inde bulundugu Petri
tabagina 1,5 ml NIB (¢cekirdek izolasyon tamponu) eklenmis ve ve yapraklar bir jilet
yardimiyla ince seritler halinde kesilmistir (Sekil 1 B-C). Ornekler 45 pm agikliga
sahip naylon fitrelerden gecirilerek Eppendof tiiplerinde toplanmuglardir (Sekil 1 D-
E). Hazirlanan 6rnekler DNA larin zarar gérmemesi i¢in buzda bekletilmistir (Sekil 1
F). Ornek tiiplerine 1 mg/ml olarak hazirlanmis olan propidium iodide (PI) stok
¢ozeltisinden 10 ul eklenmis ve vortekslenerek flow sitometri (Beckman Coulter Cell
Lab Quanta SC Flow Cytometer) ile analiz edilmistir (Sekil 1 G-H).
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Sekil 1: A. ampeloprasum bitkilerinin flow sitometri ile ploidi analizi. A. Analiz i¢in alinmig
A. ampeloprasum ve arpa yapraklari. B. Eklenen NIB tampon ¢ézeltisi. C. Ornegin jilet
yardimiyla parcalanmasi. D. Hazirlanan preparatin pipet ile alinmasi. E. Ornegin filtreden
siiziilmesi. F. Ornegin buzda tutulmasi. G. Pl ile boyanan &rnegin vortekslenmesi. H. Ornegin
flow sitometri cihazina yerlestirilmesi ve DNA miktarinin analizi.

2.3 Bitkilerin Topraga Aktarim ve In Vivo’ya Ahstirllmasi

Ploidi seviyesi tetraploid ginogenik bitkilerin olanlarin tamami ve diploid
olanlarin ise bir kismi aklimize edilerek dis ortamda biiyiitiilmiistiir. Ploidi analizi
gerceklestirilen ve doku kiiltiiriinde saglikli biiyiiyen bitkiler cam tiiplerden dikkatli
bir sekilde c¢ikarilarak koklerindeki medya kalintilart musluk suyuyla yikanmistir
(Sekil 2 B). Bitkiler otoklavlanmis ve steril su ile 1slatilmis torf-perlit (2:1) karigimi
igeren saksilara (100 ml) dikilmis ve naylon poset ile kapatilmistir (Sekil 2 C-D).
Ekimi tamamlanan bitkiler biiyiitme kabinine (16 saat 1s1k/ 17 °C) yerlestirilerek
gbézlemlenmeye devam edilmistir. Belli araliklarla otoklavlanmis giibreli su ile
sulamas1 gerceklestirilen bitkilerin posetleri yaklasik 10 giin sonra digaritya uyumu
kolaylastirmak i¢in jilet ile biraz yirtilmigtir. 15 giin sonra da posetler tamamen
cikarilmistir. Yeterli bliylikliige ulasan bitkiler daha biiyiik saksilara aktarilarak
1sitmasiz cam seraya yerlestirilmistir. Gozlemleri yapilmak {izere in vivo da

biiylimeleri takip edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2: Ginogenik A. ampeloprasum’larin topraga aktarim asamalari. A.Tiip igerisinde belli
bir bityiikliige ulasmis ginogenik tetraploid bitki. B. Tiip icerisinden ¢ikarilan ginogenik A.
ampeloprasum. C. Topraga aktarimi gergeklestirilmis ginogenik A. ampeloprasum. D.
Topraga aktarim sonrasi dig ortama uyum igin posetle kapatilmis bitki.

24 Bitkilerde Gergeklestirilen Gozlemler

2.4.1 Ginogenik, Somatik ve Donér Bitkilerde Morfolojik ve Tohum

Verimi Gozlemleri

Biiylimeleri son agsamaya gelmis, umbelleri tohum olusturmaya baglamis olan
bitkilerin her birinin gévde boyu, tam bitki boyu ve bitkinin en iyi gelismis olan
yapraginin boyu ve ¢ap1 ol¢lilmiistiir. Cigek sap1 olusturan bitkilerin de ¢igek sap1
uzunlugu ve cap1 Olciilerek cigcek renkleri gézlemlenmistir. Bitkinin gévde cap1 ve
cigek sap capi ise kumpas yardimui ile bitkinin boyu da metre yardimu ile 6l¢iilmiis ve
kaydedilmistir (Sekil 3 A-B).

Saglikl1 bir sekilde biiyiimeye devam eden bes pirasa hattinin herbirine ait
ginogenik, somatik ve tohumdan olan bitkilerinden ¢igek tomurcuklari ve
ciceklerindeki anter biiyiikliikleri mikroskop altinda Ol¢iilmiistiir. Tomurcuklar
kullanmis oldugumuz Cell Sens Entry programinda mikro (um) olarak olgiilmiis ve

boy, cap uzunluklar1 kaydedilmistir. Daha sonra tomurcuklar mikroskopta pens
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yardimiyla acilarak anterleri dikkatli bir sekilde ¢ikarilmis ve anter boy, ¢ap uzunlugu
da ayni program yardimiyla 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir (Sekil 3 C-D).

Ilerleyen siirecte cicekleri kuruyan bitkilerin umbelleri kesilerek tamamen
kuruyana kadar serada bekletilmistir. Daha sonra her bir umbelin tohumlar1 dikkatli
bir sekilde ¢ikarilarak sayilmistir. Her bir bitki i¢in etiketi yazilan tohumlar ayr1 ayri
posetlenmistir (Sekil 3 E-H).

Sekil 3: A. ampeloprasum materyallerinin gévde, boy ve tomurcuk uzunluk, ¢ap 6lgtimleri ve
tohum sayilarinin belirlenmesi. A. A. ampeloprasumun gévde ¢ap 6l¢iimii. B. Bitkinin uzunluk
6l¢timii. C. A. ampeloprasum tomurcuk boy ¢ap 6lgtimii. D. Anter boy ve ¢ap uzunluk 6l¢iimii.
E. Umbellerin kesilmesi. F. Kesilen umbellerin yeterince kurumasi i¢in bekletilmesi. G.
Umbelden ¢ikarilan tohumlarin sayilmasi. H. Sayilan tohumlarin posetlenmesi.

2.4.2 Polen Canhilik Testi

Umbel olusturan her bir bitkinin antesis asamasina gelmis tomurcuklarindan
ticer tane alinmis ve tomurcuklar agilarak ¢ikarilan anterler lam {izerine koyulmustur.
Daha sonra anterler tizerine bir iki damla Asetokarmin (mg/ml) damlatilarak cam baget
yardimiyla anterler ezilmistir (Sekil 4 A-D). Asetokarminin polene ulasip ¢ekirdege

tutunmasi i¢in gerceklestirilen bu islemden sonra preparatta olusan kalintilar daha iyi
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goriintli elde edebilmek i¢in pens ile alinmigtir. Daha sonra preparatin tizeri lamel ile
kapatilarak 151k mikroskobu altinda (40X) polenler sayilmistir (Sekil 4 G-H).
Boyanmis olan polenler canli boyanmamis olanlar ise 6lii kabul edilerek her bir

bitkinin polen canlilik yiizdesi hesaplanmistir.

Y,
¥

Sekil 4: A. ampeloprasum materyallerinde polen canlilik analizi. A. A. ampeloprasum da
antesis agamsina gelmis tomurcuklarin kesilmesi. B. Kesilen tomurcuklarin karigmamasi igin
tiiplere alinmasi. C. Cikarilan anterlere Asetokarmin damlatilmasi. D. Asetokarmin damlatilan
ornegin cam baget yardimiyla parcalanmasi. E. Ezilen preparatta tortularin pens yardimiyla
alinmast. F.Ornegin lamel ile kapatilip kurumasi icin bekletilmesi. G. Ornegin mikroskoba
yerlestirilip incelenmesi. H. Elde edilen goriintiide canli polen sayisinin belirlenmesi.
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3. BULGULAR

3.1 Ginogenik A. ampeloprasum Bitkilerinin Ploidi Analizleri

Bu ¢aligmaya konu olan materyallerin ¢ogunlugu bes ¢igek dondriinden 2016
yilinda iiretilmis olan ginogenik bitkilerdir. Bir sonraki yil sadece inegdl genotipinden
tiretilmis olan bitkiler ¢alismaya dahil edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkilerden 793
adeti flow sitometri ile analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 ginogenik bitkilerin
cogunlukla (% 85) tetraploid (4n) oldugunu gostermistir. Geriye kalan ginogenik
bitkiler arasinda % 9,7 diploid (2n), % 1,5 diploid ve tetraploid i¢in miksoploid
(2n+4n) ve % 3,8 oktoploid bitkiler tespit edilmistir (Tablo 1). Tarsus Uzun
donoriinden elde edilen ginogenik bitkilerin ¢ogunlukla (% 93,2) tetraploid oldugu
goriilmiistiir. Bu dondrden elde edilen bitkilerin % 2,1 diploid, % 0,4 miksoploid ve
% 4,2 oktoploid oldugu tespit edilmistir. Tarsus Kisa genotipinden elde edilen
ginogenik bitkilerin ¢ogunlugu (% 72,5) diploid oldugu tespit edilmistir. Bunun
disinda % 19,4 tetraploid ve % 8,1 miksoploid bitkilerin oldugu goriilmiistiir. Analiz
sonucuna gore Tarsus Orta dondriinden elde edilen ginogenik bitkilerinde cogunlukla
(% 75) diploid bulunmustur. Diger bitkilerin % 6,3 tetraploid, % 12,5 miksoploid ve
% 6,3 oktoploid oldugu belirlenmistir. Gorle-Karacasu dondr materyalinden elde
edilen bitkilerin % 80 tetraploid, % 12 diploid, % 8 miksoploid olduklart goriilmustiir.
Inegol dondriinden elde edilen ginogenik bitkilerin % 70 tetraploid ve % 30 diploid
oldugu oldugu bulunmustur (Tablo 1).
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Tablo 1: Farkli A. ampeloprasum tomurcuk donérlerinden 2016 ve 2017 yillarinda elde
edilen ginogenik bitkilerin ploidi seviyeleri

Ploidi Diizeyi
Test edilen

Genotip bitki sayis1  2n (%) 4n (%) 2n+4n (%) 8n (%)
&Tarsus Uzun 680 14 (2,1) 634(93,2) 3(0,4) 29 (4,2)
aTarsus Kisa 62 45(72,5) 12 (19,4) 5(8,1) 0(0)
aTarsus Orta 16 12 (75) 1(6,3) 2 (12,5) 1(6,3)
aGorle-Karacasu 25 3(12) 20 (80) 2 (8) 0
bInegol 10 3 (30) 7 (70) 0 0
Toplam 793 77 (9,7) 674 (85) 2 (1,5 30(3,8)

82016 kiiltiirlerinden elde edilen ginogenik bitkiler
2017 kiiltiirlerinden elde edilen ginogenik bitkiler

Birka¢ yaprakli asamada gergeklestirilen flow sitometri analizi ile diploid
olduklar1 tespit edilmis olan bitkilerin bazilarmin serada biyiitiilmeleri sirasinda
tetraploidler gibi giiclii gelistirkleri goriilmiistiir. Bunun {izerine bu bitkilerin yeniden
analiz edilmesine karar verilmistir. Yapilan analizde bu bitkilerin ¢gogunlukla (% 71,4)
tetraploid seviyesine ulasmis olduklari goriilmiistiir. Bu bitkiler arasinda % 17,8
miksoploid, % 3,6 diploid, % 3,6 hekzaploid ve % 3,6 oktoploid oldugu tespit
edilmistir (Tablo 2). Analiz sonuglar1 Tarsus Uzun dondriinden elde edilmis olan bir

bitki diginda tiim bitkilerin ploidi seviyelerinin degistigini gostermistir (Tablo 2).

Tablo 2: In vivo ya aktarilmus diploid ginogenik bitkilerde ploidi tespiti.

Topraga Aktarim Sonrasi Ploidi

Test edilen

Genotip Ploidi bitki sayis1  2n (%) 4n (%) 2n+4n (%) 6n (%) 4n+8n (%)
aTarsus Uzun 2n 5 1(20) 2 (40) 1 (20) 0 1(20)
aTarsus Kisa 2n 16 0 14 (87,5) 1(6,25)  1(6,25) 0
aTarsus Orta 2n 2 0 1 (50) 1 (50) 0 0
aGorle-Karacasu  2n 2 0 0 2 (100) 0 0
bInegol 2n 3 0 3 (100) 0 0 0
Toplam 28 1(3,6) 20(71,4) 5(17,8) 1(3,6) 1(3,6)

82016 kiiltiirlerinden elde edilen ginogenik bitkiler
2017 kiiltiirlerinden elde edilen ginogenik bitkiler
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3.2 Ginogenesis Uyartimma Cevap Veren Bitkilerin Boy, Cap

Olciimleri

2018 yilinda Tarsus Uzun, Tarsus Kisa, Tarsus Orta, Kartal Kalem, Gorle-
Karacasu ve Inegdl hatlarinin dl¢iimleri yapilmistir. Tarsus Uzun hattina ait ginogenik
olarak elde edilmis diploid ve tetraploid hiicreler i¢in miksoploid (2n+4n), tetraploid
(4n) ve oktoploid (8n) bitkilerin tam bitki boyu, gévde boyu ve ¢ap1 Ol¢tilmiistiir.
Olgiimler sonucunda ginogenik miksoploidi olarak biiyiitiilen bitkinin gévde (32 cm)
ve tam bitki boyu (74 cm) ginogenik tetraploid (gévde boy 27,4 cm ve tam boy 64, 4
cm) ve ginogenik oktoploid (gévde boy 27, 25 cm ve tam boy 60 cm) olan bitkilerden
daha uzundur. Ginogenik bitkilerin govde ¢ap1 diger bitkilerden daha kiigiiktiir (Tablo
3). Bu hata ait ginogenik tetraploid bitkiler oktoploid iiretilenler ile karsilastirildiginda
boy ve ¢ap biiyiikliikleri birbirine yakin degerlerdedir. Ginogenik tetraploid olan
bitkiler (govde boy 27,4 cm ve govde ¢ap 11 mm) somatik (gévde boy 30,7 cm ve
govde ¢ap 17,2 mm) ve tohumdan (govde boy 38 cm ve govde ¢ap 17 mm) olan
bitkilere gore daha kiiciik govde boy ve ¢apina sahiptirler. Fakat tam boy olarak
ginogenik tetraploidler (64,4 cm), somatik (30,7 cm) ve tohumdan (58 cm) iiretilenlere
gore daha uzunlardir (Tablo 3). Somatik ve tohumdan iiretilen bitkiler biiytikliik olarak
birbirine yakin olsalar da tohumdan iiretilenler somatiklere gore daha gelismislerdir

(Tablo 3).

Ginogenik diploid Tarsus Kisa bitkisinin gévde (19 cm) ve tam boy (63 cm)
uzunlugu a¢isindan ginogenik tetraploid (gévde boy 34 cm ve tam boy 67 cm), somatik
(gévde boy 30 cm, tam boy 64 cm) ve tohumdan (gévde boy 32 cm ve tam boy 75 cm)
tiretilen bitkilere gore oldukga kiiglik olarak gelistigi gosterilmistir (Tablo 3).
Ginogenik tetraploid ve somatik bitkiler govde ve tam boydlgiimleri
karsilastirilldiginda  ginogenik tetraploidlerin  daha iyi gelisim gosterdikleri
goriilmistiir (Tablo 3). Tam boy ve govde ¢ap1 (tam boy 75 cm govde gap1 14 mm)
olarak en gelismis bitkilerin tohumdan tiretilenler oldugu gozlemlenmistir. Gévde
uzunlugu olarak en uzun bitkilerin ise ginogenik tetraploidlerden (34 cm) geldigi

gozlemlenmistir (Tablo 3).

Tarsus Orta hattina ait somatik olarak iiretilen bitkiler yasamamustir. Olgiimii

gerceklestirilen ginogenik tetraploid ve tohumdan bitkiler karsilastirildiginda tiim
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Olctimler (govde boy 20,8 cm, tom boy 64,6 cm ve govde cap 18,7 mm) bakimindan
tohumdan iiretilen bitkilerin ginogenik tetraploid bitkilerden (govde boy 11 cm, tam
boy 32 cm ve gévde cap 11,2 mm) daha iyi gelisim gosterdigi gézlemlenmistir (Tablo
3).

Kartal Kalem hattinda en biiyiik gévde ¢apina (32 mm) sahip bitkiler somatik
olanlardir. Tohumdan elde edilen bitkiler de govde boy ve tam boy (gévde boy 40 cm
ve tam boy 108,9 cm) olarak en biiyiik degerlere sahiptirler (Tablo 3).

Gorle Karacasu hattina ait ginogenik miksoploidbitkinin tiim 6l¢timler (gévde
boy 45cm, tam boy 59 cm ve govde ¢apr 15,4 mm) bakimindan en kii¢iik oldugu
gozlemlenmistir. Tam boy uzunlugu ve ¢ap biyikligi bakimindan bitkiler
karsilastirildiginda tohumdan (tam boy 130 cm ve govde ¢ap 28,01 mm) iiretilen
bitkilerin en 1yi performans gosterdigi goriilmiistiir. Govde uzunlugu acisindan bitkiler
karsilastirildiginda ise en uzun bitkilerin ginogenik tetraploid bitkilerden (51 cm)

tiretildigi bulunmustur (Tablo 3).

Inegél hattinda diploid ginogenik, somatik ve tohumdan iiretilen bitkilerin
Olgtimleri yapilmistir. Diploid bitkinin tiim olgimler bakimindan en kiigiik oldugu
gosterilmistir (gévde boy 12 cm, tam boy 26 cm ve govde ¢ap 10,02 mm) (Tablo 3).
Somatik bitkilerin gévde uzunlugu (38,5 cm) en biiyiik olsada tam boy ve govde ¢ap1
(tam boy 95 cm ve govde ¢ap 16,63 mm) olarak somatik bitkiler, tohumdan (tam boy

111 cm, gévde ¢cap 26 mm) olan bitkilerden daha kiigiiklerdir (Tablo 3).

Tim hatlarin bitki olglimlerine (gévde uzunlugu, tam boy ve govde c¢ap)
bakildigindan en biiyiik bitkilerin Gorle Karacasu hattina ait oldugu goriilmustiir.
(Tablo 3). Tetraploid olarak elde edilen ginogenik bitkiler genellikle somatik ve
tohumdan olan bitkilere yakin seviyelerde ¢iksada Tarsus Ortaya ait ginogenik
tetraploid bitkiler tiim O6l¢iimler bakimindan diger ginogenik tetraploid ve diploid
bitkilerden daha kii¢iik boyutlarda oldugu gosterilmistir (Tablo 3). Tiim hatlardan elde
edilen ginogenik diploid bitkiler karsilastirildiginda Tarsus Kisa ya ait ginogenik
diploid bitkilerin en iyi sekilde gelisim gosterdigi goriilmiistiir (gévde boy 19 cm, tam
boy 63 cm ve gbévde ¢ap 12,2 mm) ve bu bitkiler bazi hatlara ait somatik ve tohumdan
olan bitkilerden de daha iyi gelistikleri gosterilmistir (Tablo 3). Somatik bitkilerin tiim
Olctimler bakimindan en biiylik olan1 Kartal Kalem hattina aittir (gévde boy 38,7 cm,
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tam boy 100 cm ve gévde ¢ap 32 mm). Tohumdan olan bitkilere bakildiginda ise tiim

Olciimler (govde boy 46 cm, tam boy 130 cm ve govde ¢ap 28,01 mm) bakimindan en

iyi gelisim gosteren hattin Gorle-Karacasu oldugu gézlemlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3: 2016 kiiltirlerinden elde edilen A.ampeloprasum bitkilerinin 2018 y1l1 dlgiimleri

Ginogenik Olciilen Yalanca1 Yalanc1
/somatik/ bitki govde boyu Tam bitki Govde
Genotip tohumdan Ploidi sayisi (cm) boyu (cm) ¢ap1 (mm)
Tarsus Uzun Ginogenik  2n+4n 1 32 74 6,55
Ginogenik  4n 283 27,4 (£10,5) 64,4 (x21,8) 11 (£3,3)
Ginogenik 8n 8 27,25 (£5,8) 60 (£17,6) 10,3 (£2,2)
Somatik 4n 23 30,7 (£17,9) 30,7 (17,9) 17,2 (£7,1)
Tohumdan 4n 8 38 (£12,2) 58 (£32,2) 17 (£5,6)
Tarsus Kisa Ginogenik 2n 13 19 (£3,6) 63 (£17,8) 12,2 (£2.,8)
Ginogenik 4n 6 34 (£7,6) 67 (£10,2) 10,25 (£3,8)
Somatik 4n 6 30 (+8.,4) 64 (£9,2) 10,8 (£2,2)
Tohumdan  4n 29 32,4 (£15,3) 75 (£20) 14 (+4,1)
Tarsus Orta Ginogenik 4n 2 11 (£1,4) 32 (£5,7) 11,2 (£2,2)
Tohumdan 4n 5 20,8 (+4,0) 64,6 (£22.3) 18,7 (£6,0)
Kartal Kalem Ginogenik  4n 4 32,7 (£6,8) 100,2 (4,7) 27,3 (33,0)
Somatik 4n 3 38,7 (£5,5) 100 (£10,7) 32 (£5,3)
Tohumdan  4n 9 40 (+6,5) 108,9 (£15,7) 28 (+4.,5)
Gorle-Karacasu Ginogenik  2n+4n 1 45 59 15,41
Ginogenik 4n 3 51 (£10,0) 122 (£13,4) 25,8 (£1,1)
Tohumdan  4n 7 46 (+8,6) 130 (+18,0) 28,01 (£2,8)
Inegol Ginogenik  2n 1 12 26 10,02
Somatik 4n 4 38,5 (£9,7) 95 (+18,5) 16,63 (£7,7)
Tohumdan  4n 14 37 (£7,7) 111 (£132) 26 (+4,7)

2019 yilma ait 6lgiimler Tarsus Uzun, Tarsus Kisa ve inegél hatlarina ait yaklasik
56 bitkiyi kapsamaktadir. Tarsus Uzun hattina ait bitkilerin ginogenik tetraploid,
somatik ve tohumdan iretilen bitkiler karsilagtirildiginda yaprak boyu hari¢ tim
Olgtimler (gévde boyu 27 cm, tam boy 68 cm, gévde ¢ap 7,3 mm, yaprak ¢ap 1,3 mm,
cicek sap uzunlugu 31 cm, ¢igek sap ¢ap1 6,1 mm) bakimindan en kiigiik boyutlara
sahip oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4). Yaprak boyu olarak ise tohumdan iiretilen
bitkiler ile ayni biyiikliiktedirler (40 cm) (Tablo 4). Tohumdan bitkiler ve somatik
bitkilere bakildiginda tohumdan bitkilerin gévde boylar1 (65 cm) en uzun olsada, tam

boy (107 cm) olarak en uzun bitkilerin somatik bitkilerden gelistigi gézlemlenmistir.
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Yapraklari ve gigek sapi1 agisindan bitkiler karsilagtirildiginda en iyi gelisimi somatik
olanlar gostermistir (Tablo 4).

Tarsus Kisa hattinda ginogenik hekzaploid ve tetraploid, somatik ve tohumdan
tiretilen bitkiler tiim 6l¢timler (gévde boy 26 cm, tam boy 47cm, govde ¢ap 14,09 mm,
yaprak ¢ap 2 mm, yaprak boy 33 cm, ¢igek sap 52 cm, ¢icek sap ¢ap 9,4 mm)
bakimindan karsilastirildiginda hekzaploid bitkinin en kiigiik oldugu gézlemlenmistir
(Tablo 4). Bu hatta ait bitkilerden somatik bitkiler yaprak biiyiikliigii ve ¢igek sap ve
cap biiyiikliigii harig tiim 6l¢iimler (govde boy 45 cm, tam boy 110 cm, gévde ¢cap 21,5
mm, ¢igek sap uzunlugu 85 cm) bakimindan en biiyiik bitki olarak bulunmustur (Tablo
4). Yaprak biiytikligii ve ¢icek sap ve ¢api (yaprak ¢ap 3,1 mm, yaprak boy 58 cm
cicek sap capt 13,4 mm) bakimindan en gelismis olanlar ise ginogenik tetraploid
bitkilerdir (Tablo 4). Tohumdan olan bitkiler ¢i¢cek sap ve ¢ap1 hari¢ tiim Glglimler
bakimindan somatik ve ginogenik tetraploid bitkilerden daha kiigiik boyutlara sahip
olduklar1 gosterilmistir (Tablo 4).

Inegél hattina ait bitkilerin dlgiimlerine (gévde boy, tam boy ve yaprak boy
uzunlugu) bakildiginda en biiyiik olarak gelisen bitkilerin tohumdan (gévde boy 93
cm, tam boy 175 c¢cm, yaprak boy 92 c¢m) iiretilenler oldugu gézlemlenmistir. (Tablo
4). Govde gap1 en kalin olan ve yaprak ¢api en biiyiik olanlar bitkiler ise ginogenik
tetraploidlerden iiretilen bitkiler oldugu gozlemlenmistir. Cigek sap gelismisligi olarak
en biiyiik olan bitkiler ise somatikler oldugu gézlemlenmistir (Tablo 4) (Sekil 5).

Olgiimii gerceklestirilen hatlarin tiimiine bakildiginda Inegdl hattina ait
ginogenik tetraploid bitkiler tiim 6l¢iimler bakimindan en biiyiik bitkiler oldugu
gozlemlenmistir. Bu bitkiler sadece diger hatlarin ginogenik tetraploid olanlarindan
degil Tarsus Uzun ve Tarsus Kisa hatlarina ait olan somatik ve tohumdan bitkilerinde
cicek sap uzunlugu hari¢ tiim 6l¢iimler bakimindan en iyi gelisen bitkiler oldugu
gozlemlenmistir. Cigek sap uzunlugu en fazla olan bitkiler ise Tarsus Kisa hattina ait
somatik bitkiler oldugu gézlemlenmistir. Bitki govde ve tam boy uzunlugu olarak en
kisa bitki Tarsus Kisa hattina ait ginogenik hekzaploid bitkidir. En uzun bitki ise Inegél
hattina ait tohumdan elde edilen bitkiler oldugu gosterilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4: 2016 ve 2017 yil1 kiiltiirlerinden elde edilen A. ampeloprasum materyallerinde 2019 yilinda yapilan morfolojik gozlemler

Ginogenik/ Olgiilen Yalanci Cicek sap
Somatik/ bitki Govde boyu  Tam bitki  Yalanci govde Yaprakcapt  Yaprak uzunlugu  Cicek sap
Genoti Tohumdan Ploidi sayisi cm boyu (cm cap1 (mm cm boyu (cm cm cap1 (mm
Tarsus Uzun Ginogenik 4n 38 27 (£13,0) 68 (£21,3) 7,3 (+3,0) 1,3 (+£0,5) 40 (£14,2)  31(£10,3) 6,1 (£1,7)
Somatik 4an 3 39 (£12,2) 107 (£5,6) 18 (£2,9) 3 (x0,1) 74 (£5,1) 71 (£4,0) 11 (£6,2)
Tohumdan 4n 2 65 (£23,3) 106 (+22,0) 20 (+6,8) 2,8 (£1,1) 40 (£31,1) 52 (£10,7) 18 (£1,5)
Tarsus Kisa Ginogenik 4n 3 34,3 (+12,1) 86,3 (£17,0) 17,9 (£2,7) 3,1 (+1,0) 58 (£10,6) 79 (+30,2) 13,4 (x1,4)
Ginogenik 6n 1 26 47 14,09 2 33 52 9,4
Somatik 4n 1 45 110 21,5 2,2 50 85 9,68
Tohumdan 4n 3 32(+20,3)  72,7(#352) 163 (x10,1)  2,3(x12)  44(+17,1) 665 (+2,1) 13,1 (+6,4)
inegol Ginogenik 4n 3 67,3 (+3,1) 147 (+7,6) 36,8 (+0,5) 5 (x0,2) 83,3 (+3,1) 69,3(+2,6) 17,4 (+0,3)
Somatik 4n 1 84 150 31,2 4.3 64 80 17,7
Tohumdan 4an 1 93 175 35,86 4,8 92 48 12,6
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3.3  Ginogenik A. ampeloprasum Materyallerinde Tomurcuk ve Anter
Biiyiikliikleri

2019 yilinda yapilan gézlemlerde bitkilerin tomurcuk ve anter biiyiikliikleri de
karsilastirilmistir. Tarsus Uzun hattina ait olan bitkiler karsilastirildiginda tomurcuk
boy ve ¢ap1 (tomurcuk boy 4,7 mm, tomurcuk ¢ap 3,7 mm) en biiyiik olan bitkilerin
tohumdan iiretilenler oldugu gézlemlenmistir. Tetraploid ginogenik bitkinin tomurcuk
boyu biiyiikligi (4,4 mm) somatik bitkinin tomurcuk boyu (4,4 mm) ile ayni oldugu
gbzlemlenmistir. Tomurcuk ¢ap1 (3,1 mm) en kii¢iik olan Tarsus Uzun hattinin ise
somatik bitkisidir (Tablo 5). Bu hata ait bitkilerin anter biiytikliiklerine bakildiginda
anter boy ve ¢ap1 (anter boy 1,2 mm, anter ¢cap 0,8 mm) en Kiigiik olan bitki tetraploid
ginogenik olarak gozlemlenmistir. Somatik ve tohumdan olan bitkilerin anter boy ve
caplar esit biyiikliikte (anter boy 1,3 mm, anter ¢cap 0,9 mm) oldugu gésterilmistir
(Tablo 5).

Tarsus Kisa hattina ait bitkilerde tomurcuk boy, ¢ap ve anter boy, ¢ap
(tomurcuk boy 4,1 mm, tomurcuk ¢ap 3,3 mm, anter boy 1,3 mm, anter ¢ap 0,8 mm)
biiytikliikleri bakimindan karsilagtirildiginda en kiigiik bitkilerin tohumdan tiretilenler
oldugu gozlemlenmistir (Tablo 5). Tomurcuk boy ve ¢apr (tomurcuk boy 5,5 mm,
tomurcuk ¢ap 4,2 mm) en biiyilk olan tetraploid ginogenik bitkiler oldugu
gosterilmistir. Anter boy ve gap (anter boy 1,9 mm, anter ¢cap 1,4 mm) olarak en biiyiik
olan bitkilerin ise hekzaploid ginogenik olanlar oldugu bulunmustur (Tablo 5). Bu
hatta ait somatik bitki ise tomurcuk boy, anter boy ve anter ¢ap olarak ginogenik
tetraploid ve hekzaploid bitkilerden daha kiiciik boyutlarda oldugu gdsterilmistir,
tohumdan gelisen bitkiler ile karsilastirildiginda da tiim 6lgtimler bakimmdan daha

biiyiik oldugu gbézlemlenmistir (Tablo 5).

Inegol hattina ait bitkiler tomurcuk boy ve cap agisindan karsilastirildiginda en
kiigiik bitkilerin somatik (tomurcuk boy 4,4 mm, tomurcuk ¢ap 3,3 mm) olanlar oldugu
bulunmustur (Tablo 5). Tomurcuk boyu en uzun olan bitkilerin tohumdan (4,6 mm)
tiretilenler oldugu gozlemlenmistir. Ginogenik tetraploid ve tohumdan olan bitkilerin
tomurcuk ¢aplarinin (3,5 mm) ayn1 biiyiikliikte oldugu gézlemlenmistir. Anter boy ve

cap biiyiikliiklerine bakildiginda en kiigiik antere sahip bitkilerin tohumdan (anter boy
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1,4 mm, anter ¢ap 0,9 mm) ¢imlendirilenler oldugu gosterilmistir. Anter boyu en uzun
olan bitki somatik (1,7 mm, anter ¢ap1 en genis olan da ginogenik tetraploid (1,8 mm)

bitkiler oldugu gosterilmistir (Tablo 5).

Olgiimii gergeklestirilen hatlarin {i¢iine bakildiginda tomurcuk boyu olarak en
biiyiikk bitki Tarsus Kisa’ya (5,5 mm) ait ginogenik tetraploid bitkiler oldugu
gosterilmistir. Tomurcuk boyu en kisa bitki ise Tarsus Kisaya (4,1 mm) ait tohumdan
tiretilen bitkilerde gozlemlenmistir. Anter biiylikliigli olarak bakildiginda anter boyu
en uzun olan bitki de Tarsus Kisaya ait ginogenik hekzaploid (1,9 mm) bitkilerde
gozlemlenmistir. En kisa anter boyuna sahi bitki de Tarsus Uzuna ait ginogenik
tetraploid bitki (1,2 mm)’ler oldugu gosterilmistir. Anter ¢apt ve tomurcuk cap
degerlerine bakildiginda en genis ¢apa sahip tomurcuk Tarsus Kisaya ait ginogenik
tetraploid (4,2 mm) bitkidir. En biiyiik anter ¢apina sahip bitki ise Inegél hattina ait
ginogenik tetraploid (1,8 mm) bitkiler oldugu gosterilmistir (Tablo 5).

Tablo 5: Farkli A. ampeloprasum genotiplerinden elde edilen ginogenik bitkilerinin tomurcuk
ve anter biyiikliikleri

Ginogenik/ Anter

somatik/ Tomurcuk Tomurcuk Anter capi

Genoti tohumdan Ploidi  boyu (mm) ¢ap1 (mm) boyu (mm mm
Tarsus Uzun | Ginogenik 4n 44 3,6 1,2 0,8
Somatik 4n 4,4 31 13 0,9

Tohumdan 4n 4,7 3,7 1,3 0,9
Tarsus Kisa Ginogenik 4n 55 4,2 15 1
Ginogenik 6n 51 3,4 19 1,4

Somatik 4n 5 3,7 1,4 0,9

Tohumdan 4n 41 3,3 1,3 0,8

Inegol Ginogenik 4n 4,5 35 15 1,8
Somatik 4n 4.4 3,3 1,7 1,2

Tohumdan 4n 4,6 3,5 1,4 0,9
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3.4  Uyartilmis ve Spontan Kromozom Katlamasi Sonucu Elde Edilen

Bitkilerin Morfolojik Gozlemleri

Bir diger calismada Tarsus Kisa genotipinden elde edilmis olan diploid
ginogenik bitkilerin bazilarina yeniden tetraploid seviyede bitkilere doniisiim
saglanmast i¢in kolgisin uygulamasi yapilmis ve bu uygulamadan elde edilen
bitkilerden bir tanesinden tohum elde edilmistir. Bu ¢alismada ise elde edilmis olan
tohumlarin ekilmesi ile elde edilen 13 fide flow sitometri ile analiz edilmistir. Analiz
sonucunda fidelerin bir tanesi hekzaploid digerlerinin ise tetraploid olduklari tespit
edilmistir. Bu bitkilerin sera ortaminda biiytimeleri takip edilmistir. Tohum olusturma
donemine kadar saglikli biiyiiyen bitkilerin morfolojik gdzlemleri yapilmistir.
Ginogenik hekzaploid olarak elde edilen Tarsus Kisa hattina ait olan bitki 2018 ve
2019 yilinda 6lgtimleri yapildiginda boy uzunlugu olarak en kii¢iik boyutlarda oldugu
gosterilmistir (Tablo 6). Tarsus Kisa hattina ait olan ginogenik tetraploid, somatik ve
tohumdan bitkilerin biiytikliikleri genellikle birbirine yakin seviyelerde oldugu
bulunmustur (Tablo 6). 2018 yilinda Sl¢iimleri yapilan tohumdan olan Tarsus kisa
bitkileri boy ve ¢ap biiyiikliigii olarak diger bitkilerden daha biiyilik boyutlarda oldugu
gozlemlenmistir. 2019 yilin 6l¢limii yapilan Tarsus kisa bitkilerinden boy ve ¢ap
biyiikliigii olarak en biiylik boyutlardaki bitkiler ise somatik bitkiler oldugu
gosterilmistir (Tablo 6). Hasat donemi gelene kadar takip edilen bu bitkilerden tohum

olusturan umbellerinden tohumlar alinmistir.

Inegdl hattma ait 2017 yil kiiltiirlerinden elde edilen ginogenik diploid
bitkilerin topraga aktarimi gerceklestirilmis ve biiyiimeleri takip edilmistir. {lerleyen
stirecte bu bitkilerin somatik ve tohumdan iiretilmis olan bitkilere yakin biiyiikliklerde
olmasi sonucu bu bitkilere yeniden ploidi analizi yapildiginda bunlarin tetraploid
seviyeye donilismiis oldugu tespit edilmistir. Kendiliginden tetraploid hale doniisen bu
bitkiler tohum olugturma dénemine gelene kadar takip edilmistir ve bitkilerin boy, ¢ap
biiytikliikkleri Ol¢iilmiistiir. Yapilan gozlemlerde spontan tetraploid olan bitkilerin
somatik ve tohumdan olan bitkilerden biraz daha kii¢iik boyutlarda oldugu
goriilmiistiir (Tablo 6, Sekil 5).
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Tablo 6: Uyartim ve kendiliginden kromozom katlamasi sonucu elde edilen bitkilerin boy ve

cap Olglimleri

Ginogenik/ Olgiilen Yalanci Tam Bitki
Somatik Bitki Govde Boyu Boyu Govde Capi
Yil Genoti /Tohumdan Ploidi Sayisi cm cm mm
Uyartim ile Kromozom Katlamasi
Ginogenik 6n 1 14 52 11,13
9018 Tarsus Kisa Glnogeruk 4n 12 18,9(£3.,4) 64 (+£18,3) 12,21 (£3)
Somatik 4n 6 29,5(+8,4) 64 (+9,2) 10,8 (£2,2)
Tohumdan 4n 29 32,4(=15,3)  75(%20,1) 14 (+4,8)
Ginogenik 6n 1 26 47 14,09
9019 Tarsus Kisa Glnogeruk 4n 3 34,3(+12,1) 86,3 (x15) 17,9 (£2,7)
Somatik 4n 1 45 110 215
Tohumdan 4n 3 32(£203) 72,7 (+35,2) 16,3 (x10,1)
Spontan Olarak Kromozom Katlamasi
Ginogenik 4n 3 67,3(£3,1) 147 (+7,6) 36,8 (+0,5)
2019 Inegol Somatik 4n 1 84 150 31,2
Tohumdan 4n 1 93 175 35,86

22016 ekimlerinden elde edilen bitkiler
2017 ekimlerinden elde edilen bitkiler

Sekil 5: A. ampeloprasum inegdl genotipine ait ginogenik, somatik ve tohumdan yetistirilen
bitkilerin karsilastirilmasi. A. Inegél hattina ait tohumdan olan bitki. B. Inegél hattina ait
somatik bitki. C, D ve E. Inegdl hattina ait ginogenik bitkiler. F. Inegdl hattina ait bitkide

topset olusumu.



3.5 A.ampeloprasum Bitkilerinin  2018-2019 Yillarindaki Polen

Canliliklar1 ve Tohum Verimlilikleri

2018 ve 2019 yillarinda Tarsus Uzun, Tarsus Kisa ve Inegdl hatlarma ait
bitkilerin polen canliliklarina ve hasat donemi geldiginde tohum verimliliklerine
bakilmigtir. Hatlar arasinda ve yillar arasinda degisen verim gozlemlenmistir. 2018
yilinda yapilan 6lgiimlere bakildiginda, en diisiik polen canliligi (% 52) ve tohum
verimine sahip bitkilerin Tarsus Uzun hattinda oktoploid olan bitkilerde oldugu
gbzlemlenmistir. En yiliksek polen canliigina (% 86) ve tohum verimine sahip
bitkilerin ise somatik bitkiler oldugu gézlemlenmistir. Ginogenik olarak elde edilen
tetraploid ve oktoploid bitkilerin polen canliliklar1 ve tohum verimlilikleri somatik ve
tohumdan tiretilen bitkilerden daha diisiik oldugu gosterilmistir (Tablo 7). 2019°da bu
hata ait bitkilerde en diisiik polen canliligi (% 68) ve en az tohum ginogenik tetraploid
bitkilerden elde edilmistir. En yiiksek tohum sayisi ve polen canliligi da (% 92)
somatik bitkilerden elde edilmistir. 2019 yilinda 2018’e goére ginogenik tetraploid
bitkiler hari¢ diger bitkilerin polen canliliklar1 artmistir. Tohum verimi 2019 yilinda
daha yiiksektir (Tablo 7).

Tarsus Kisa hattina bakildiginda 2018’de ginogenik diploid ve tohumdan
tiretilen bitkilerin polen canliliklar1 ve tohum sayilar1 birbirine yakin degerlerdedir.
Ginogenik bitkilerin tohum verimliligi ve polen canliliklar1 tohumdan olanlara gore
daha yiiksek elde edilmistir (Tablo 7). 2019 yilinda ise en yiiksek polen canliligi (%
89) ve tohum verimi ginogenik tetraploid bitkilere aittir. En diisiik polen canlilig1 (%
80) ve tohum sayis1 ise tohumdan olan bitkilerden elde edilmistir. 2019 yilinda polen

canlilik yiizdesi ve tohum sayis1 2018’e gore daha yiiksek elde edilmistir (Tablo 7).

Inegdl hattina ait bitkilerden 2018 yilinda tohum elde edilmemistir. Sadece
tohumdan olan bitkilerde ¢igek olusumu gergeklestigi icin bu bitkilerin polen
canliligina bakilmistir. 2019 yilinda ise tetraploid, somatik ve tohumdan olan
bitkilerden tohum elde edilmistir. Bu yilda 2018’e gore polen canlilik yiizdesi artmis
ve tohum elde edilmistir. En yiiksek polen canlilik tetraploidginogenik (% 92) bitkilere
aittir. Somatik bitkilerin (% 81) polen canlilik yiizdesi tetraploid ginogenik olanlara

gore daha diisiik olmasina ragmen tohum verimi ginogenik tetraploid olanlara gore
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daha fazladir. En diisiik polen canlilik yiizdesi (% 76) ve tohum sayisi tohumdan olan
bitkilere aittir (Tablo 7).

Ug hattin 2018 ve 2019 yil1 polen canlilik ve tohum verimlerine bakildiginda
ploidi seviyelerine gore belirli bir oran goriilmemektedir. Fakat biitiin bitkilerin polen
canliliklarindaki artis tohum sayisini da arttirmistir. 2018 yilinda bitkilerin polen

canliliklar1 ve tohum sayilar1 2019’a gore daha diisiik seviyelerde ¢ikmistir (Tablo 7)

Tablo 7: Ginogenik A. ampeloprasum bitkilerinin 2018-2019 yillarinda polen canlilik
Ol¢limleri ve tohum verimlilikleri

Polen
Ginogenik/somatik/ canlilig Tohum
Yil Genoti Tohumdan Ploidi % sayisl
2018 Tarsus Uzun Ginogenik 4n 68 15
Tarsus Uzun Ginogenik 8n 52 8
Tarsus Uzun Somatik 4n 86 245
Tarsus Uzun Tohumdan 4n 80 206
2019 Tarsus Uzun Ginogenik 4n 68 50
Tarsus Uzun Somatik 4n 92 1890
Tarsus Uzun Tohumdan 4n 85 985
2018 Tarsus Kisa Ginogenik 2n 78 81
Tarsus Kisa Tohumdan 4n 75 79
2019 Tarsus Kisa Ginogenik 4n 89 817
Tarsus Kisa Ginogenik 6n 82 503
Tarsus Kisa Somatik 4n 86 680
Tarsus Kisa Tohumdan 4n 80 280
2018 Inegol Tohumdan 4n 70 -
2019 Inegdl Ginogenik 4n 92 7550
Inegdl Somatik 4n 81 7907
Inegol Tohumdan 4n 76 724
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4. TARTISMA

A.ampeloprasum iiretimi uzun yillar oncesine dayanan ve smiflandirmada
biiyiikk genoma sahip tiirler arasinda yer almaktadir (Labani ve dig. 1987). Bu sebeple
geleneksel yontemlerle 1slah1 olduk¢a zor ve uzundur. Tetraploid olan A.
ampeloprasumlardan % 100 saf hat elde edebilmek igin bitki 6nce diploid hale
getirilmelidir. Daha sonra ikinci bir kromozom indirgemesi uygulamasi ile gercek
haploidlerin tiretilmesi gerekmektedir. Haploid bitkilerden kromozom katlamasi yolu
ile yeniden tetraploid bitkilerin iiretilmesi ile tamamen homozigot bitkiler elde etmek
mimkindiir (Alan ve dig. 2016). Bu zor islemin yapilabilirligi heniiz

gosterilememistir.

Alliumlar i¢in haploid ve dihaploid bitki iiretiminde uygulanan ana teknik
ginogenesistir. A. ampeloprasumda uygulanan ginogenesis ¢alismalari heniiz istenilen
seviyede basariya ulasmamistir. Yayinlanmis ¢aligmalara bakildiginda Smith ve dig.
(1991) bir tane diploid bitki elde etmislerdir. Schum ve dig. (1993) yaptig1 calismada
ise sekiz diploid A. ampeloprasum bitkicigi elde edilmistir ve bunlarin ii¢ tanesinin
albino olduklar1 tespit edilmistir. Kaska ve dig. (2013) yaptigi ginogenesis
caligmasinda 48 diploid bitki elde edilmis ve bunlarin 12 tanesi topraga aktarilarak
gozlemlenmeye devam edilmistir. Alan ve dig. (2016) elde ettikleri 133 ginogenik A.
ampeloprasum bitkisinin % 62’sinin diploid oldugunu gostermislerdir. Yapilan
caligmalara bakildiginda A. ampeloprasumlarda gergeklestirilen ginogenesis

calismalarindaki basarinin zamanla arttig1 gézlemlenmektedir.

Bu caligmada 2016-2017 yillarinda doku kiiltiiriine alinan A. ampeloprasum
tomurcuklarindan elde edilen ginogenik bitkilerin topraga aktarimi gerceklestirilmis
ve in vivo da biiyiimeleri takip edilmistir. Ginogenik, somatik ve tohumdan olarak
iretilen bitkilerin morfolojik gézlemleri yapilmis birbirleri arasinda ve yillar arasinda

karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir.

2018 yilinda yapilan dlglimlerde boy uzunlugu olarak diploid ginogenik bitkiler
arasinda en kisa bitki Tarsus Kisa hattina aittir (gévde boy 19 cm, tam boy 63 cm ).

Bu bitki ayn1 zamanda diger hatlara ait tiim bitkilerden de kisadir. A. ampeloprasum
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bitkilerinde yapilan ginogenesis calismast sonucu elde edilen ginogenik bitkilerin
morfolojik gozlemleri yapildiginda diploid bitkilerin digerlerine gore daha kiiclik
boyutlarda olduklar tespit edilmistir (Akgiin 2018). Gévde ¢ap1 en kiigiik bitki ise
miksoploid olan Tarsus Uzun dur (6,55 mm). Ginogenik tetraploid bitkiler arasinda
en uzun bitkiler Gorle Karacasu hattina aittir (gévde boy 51 cm, tam boy 122 cm).
Ayn1 zamanda bu bitkiler tiim hatlarin somatik ve tohumdan bitkilerinden daha uzun
govde boyuna sahiptirler. Ginogenik olarak elde edilen bitkilerden govde genisligi
(27,3 mm) en fazla olan tetraploid bitkiler de Kartal Kalem hattina aittir. Kaska (2013)
yaptig1 calismada da ginogenik, somatik ve tohumdan elde edilen bitkilerin gévde
uzunluklarim karsilagtirdiginda ginogenik bitkilerin yalancit gévde uzunluklarinin
daha fazla oldugu go6zlemlenmistir. Somatik ve tohumdan {retilen bitkilerin
biiyiikliikleri gogunlukla birbirine yakindir. Olgiimii alman tiim bitkilerin en uzun tam
boya sahip olan1 Gorle-Karacasu (130 cm) hattina ait tohumdan bitkilerdir. Govde
kalinlig1 en fazla olan bitkiler Kartal Kalem (32 mm) hattina ait somatik bitkilerdir.
Tohumdan ve somatik bitkiler digerlerine gore daha biiyiik ve gelismislerdir.

Ginogenik diploid bitkilerin boylar ise tiim bitkilerden daha kisadir.

2019 yilinda yapilan Slgiimlerde en kisa bitki Tarsus Kisaya ait ginogenik
hekzaploid bitkidir (gévde boy 26 cm, tam boy 47 cm). Govde biiylikliigli olarak en
kiigiik bitki ise Tarsus Uzun hattina ait ginogenik elde edilen tetraploid bitkidir (7,3
mm). Ginogenik tetraploid bitkilerde en uzun gévde boyuna, tam boyuna ve gévde
capina sahip bitki Inegdl hattina aittir (gévde boy 67,3 cm, tam boy 147 cm ve govde
cap 36,8 mm). Ginogenik tetraploid bitkilerin boylar1 6nceki yilda 6l¢iimii alinan
tetraploid bitkilerden de uzunlardir. Tiim bitkiler i¢inde en uzun bitki de inegél hattina
ait tohumdan bitkidir (gévde boy 93 cm, tam boy 175 cm). Gévde gelismisligi olarak
en biiyiik bitki Inegdl hattina ait ginogenik tetraploid bitkidir (36,8 mm). Ginogenik
tetraploid bitkiler somatik ve tohumdan olanlara gore daha kii¢iik boyutlardadirlar.
Somatik ve tohumdan olan bitkiler genellikle birbirine yakin degerlerdedir. Iki yilda
ol¢iimii alinan ginogenik bitkilerin inegdl hat1 hari¢ hepsi 2016 da doku kiiltiiriine
almarak elde edilmislerdir. Inegdl hattma ait bitkiler 2017 de doku kiiltiiriine alinmis
ve diploid olarak elde edilmislerdir. Diploid olarak topraga aktarilan bu bikiler kisa
siirede Inegdl hattina ait somatik ve tohumdan olan bitkilerin boyutlarina yakin
seviyelere gelmislerdir. Ginogenik diploid bir bitkinin bu boyutlara ulasamayacagi

diisiiniilerek tekrar ploidi analizi yapilmistir. Analiz sonuclarina bakildiginda bitkilerin
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ginogenik tetraploid olduklar: gdzlemlenmistir. Inegdl donériinden elde edilen diploid
bitkilerin spontan olarak kromozomlarimi1 katladiklar1 tespit edilmistir. Belli bir
biiyiikliige ulasan Inegél hattina ait ginogenik tetraploid bitkiler somatik ve tohumdan
bitkilere gore bitki boy, ¢ap biiyiikliikleri, yaprak biiyiikliikkleri ve ¢igek sap
biiytiklikkleri bakimindan kii¢iik olsalar da diger hatlara ait ginogenik tetraploid,
somatik ve tohumdan olan tiim bitkilerden daha biiyiik boyutlarda ve saglikli olduklari
gozlemlenmistir. Tarsus Uzun ve Gorle Karacasu hatlarindan elde edilen ginogenik
bitkilerden iki tanesinin in vivo da ploidi analizine tekrar bakildiginda miksoploid
(2n+4n) olduklart tespit edilmistir. Bu da diploid bitkilerin kromozom katlamasi
gerceklestirebilecegini kanitlamaktadir. 2019 6lgiimlerinde bitkilerin yaprak ve ¢icek
sap gelisimlerine de bakilmistir. En biiyiik yaprak boyutuna sahip bitki Inegdl hattina
ait ginogenik tetraploid bitkidir (yaprak ¢ap 5 cm, yaprak boyu 83,3 cm). Cigek sap
boyutu olarak en biiyiik bitki de Inegdl hattina ait somatik bitki olmustur (¢icek sap
uzunlugu 80 cm, ¢igek sap cap1 17,7 mm). Yaprak biiyiikligi ve ¢icek sap gelismisligi
en kiigiik bitki ise Tarsus Uzuna ait ginogenik tetraploid bitkidir (yaprak ¢ap1 1,3 cm,
yaprak boyu 40 cm, ¢igcek sap uzunlugu 31 cm, cigek sap cap1 6,1 mm).

Alman tiim Ol¢imlere bakildiginda 2018 bitkilerinin 2019°da morfolojik
gbzlemleri yapilan bitkilere gore daha kiigiik boyutlarda olduklar1 tespit edilmistir.
2018 deki A.ampeloprasum bitkileri araziye yapilan tiinellerde takip edilirken 2019°da
Olcimii alman bitkiler sera ortaminda gbézlemlenmistir. Araziye yapilan tiinellerde
sicaklik ortalamasinin sabit olmamasi ve mevsimsel olarak o y1l sicaklik degerlerinin
normalin daha istiinde olmasi bitkilerin biiyiimelerini olumsuz etkilemistir. 2019°da
seraya alinan bitkilerin belli bir sicaklikta ve olumsuz hava kosullarindan uzak
tutulmasi bitkilerin daha saglikli ve ge¢mis yila gore biiyiik olmalarini saglamistir.
2018’de olusan olumsuzluklar polen canliligm1 da etkiledigi goriilmiistiir.
Tomurcuklar1 antesis asamasina gelen bitkilerin polen canlilik ytlizdelerine bakilmistir.
Genellikle somatik ve tohumdan olan bitkilerin polen canliliklar1 ginogeniklere gére
daha fazla cikmistir. Ginogenik bitkilerin tohum verimliligi diisiik olmasi polen
canlilikla iliskili olabilecegi diisliniilmektedir. Ciinkii polen canliligi daha diisiik
gozlemlenen bitkilerden daha az tohum elde edilmistir. 2018°de polen canlilik % (52-
86) araliginda ve tohum sayilar1 8-245 araligindadir. 2019°da ise polen canlilik % (68-
92) araliginda ve tohum sayilar1 yaklasik 50-7907 dir. Elde edilen degerlere
bakildiginda 2018 yilindaki polen canlilik ve tohum sayisinin daha diisiik oldugu
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gbzlemlenmistir. Bunun sebebinin de bitkilerin fazla sicakliga ve dis ortamdan uzak

kontrol altinda tutulmamasina bagl oldugu diisiiniilmektedir.

2019°da A. ampeloprasum bitkilerinin tomurcuk ve anter biiyiikliiklerine
bakilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda birbirlerine yakin degerlerin elde
edildigi goriilmektedir. Tomurcuk boyutu en biiyiik olan bitkiler Tarsus Kisa hattina
aittir. Tohumdan ve somatik bitkiler ginogenik bitkilerden daha saglikli gériinmelerine
ragmen Tarsus Kisa ve Inegdl hatlarina ait bitkilerin tohumdan olanlarina ait tomurcuk
ve anter biiyiikliikleri ginogenik bitkilerin tomurcuk ve anterlerinde daha kiigiik
boyutlara sahiptir. Bu durum tomurcuk ve anter biiyiikliigiiniin polen canlilik ve elde
edilen tohum verimiyle bir iliskisi olmadigini gostermektedir. Ayrica daha saglikli
goriilen ve biiyiik boyutlara sahip bitkilerin de daha biiyiikk boyutlara sahip tomurcuk
ve antere sahip olmadig1 gozlemlenmistir. Ciinkii Inegdl hattina ait bitkilerden daha
fazla sayida tohum elde edilmistir ve tiim bitkiler arasinda en biiyilk boyutlara
sahiplerdir. Fakat Tarsus Kisaya ait bitkilerden daha az tohum elde edilmesine ve bitki

boyutlar1 daha kiigiik olmasina ragmen tomurcuk ve anteri daha biiylik bulunmustur.

A. ampeloprasum da gergeklestirilen 1slah ¢alismalar1 bitkinin heterozigot
olmasi, kendileme depresyonu, iki yillik yasam dongiisii ve bitkinin biiyiikk genoma
sahip olmasi gibi sebeplerden dolayr uzun siirmektedir. Ginogenesis ile
gerceklestirilen calismalar bu siireyi kisaltmay1 ve verimi arttirmay1 hedeflemektedir.
Gliniimiizde modern 1slah caligmalar1 gelistirilmesi gerekmektedir. Bu c¢alismada
tetraploid olan A. ampeloprasum bitkilerinden 28 adet diploid bitkinin in vivo da
yasamasi takip edilmis ve morfolojik gézlemleri yapilmistir. Kaska (2013) yaptigi
caligmada 11 tane elde edilen ginogenik A.ampeloprasumun topraga aktarimi
gergeklestirilmis ve biiyiimeleri takip edilmistir. Alan ve dig. (2016) yapilan ¢alismada
dort hattan elde edilen 29 adet diploid bitkinin in vivo da morfolojik gozlemleri
yapilmustir ve bitkilerin kok uzunluklar1 karsilastirilmistir. Yapilan bir¢ok ginogenesis
calismasinda farkli protokoller denenmis elde edilen basar1 gozlemlenmistir. Celebi-
Toprak ve dig. (2017) da yaptig1 ¢calismada hormon ve sukroz varliginin ginogenesise
etkisi gozlemlenmistir ve hormon icermeyen 100 g/l sukroz iceren MS temelli besi
ortaminda en yliksek oranda ginogenik A. ampeloprasumlar elde edilmistir. Alan ve
dig. (2016) yaptig1 diger bir ¢aligmada ise seker miktarinin ginogenesiste alinan cevap

miktarini etkiledigi gozlemlenmistir. Ginogenesiste elde edilen basarilara bakildiginda
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zaman ic¢inde calismalardaki basarmin arttigi goézlemlenmektedir. Gelistirilen
protokoller sayesinde elde edilen ginogenik bitki sayisinin arttirilabilecegi
gorilmektedir. Bir umbelden elde edilen tomurcuk sayisinin fazla olmasi

ginogenesisteki basariy1 arttirma yoniinde olan avantajlardan bir digeridir.

Yapilan ¢alismalar sonucu ginogenesis yolu ile diploid pirasa bitkilerinin elde
edilebilecegi ve bu bitkilerin in vivo ya adapte edilebilecegi kanitlanmistir. Bitkilere
daha onceki galismada kromozom katlamasi uygulanmistir ve bu ¢alisma ile 11 adet
bitkinin in vivo da takibi gergeklestirilmistir. Tohum olusturma dénemine kadar da
hayatta kalanlarin morfolojik goézlemleri yapilarak biiylimeleri takip edilmistir.
Ginogenik dihaploid bitkilerin elde edilebilmesi i¢in kromozom sayisi1 donor bitkinin
seviyesine getirilen bitkilerin ikinci kez ginogenesis uygulamasina tabi tutulmasi
gerekmektedir. Elde edilecek olan haploid bitkiler diploid seviyeye getirilerek kendi

aralarinda melezlenerek 1slah ¢aligmalar1 daha verimli hale getirilebilecektir.

A.ampeloprasum tiirtinde uygulanan ginogenesis c¢alismalar1 zor olmasi
sebebiyle yaygin degildir. Gergeklestirilen ¢aligmada elde edilen basar1 gelistirilecek
olan protokollere avantaj saglamaktadir. A. ampeloprasumda dihaploid bitkilerin
verimi heniiz gézlemlenmemistir. Fakat bu bitkilerin elde edilmesi, in vivo da takip
edilmesi ve bu bitkilerin digerleriyle karsilagtirilmasi gelecekteki caligmalara 11k

tutacaktir.
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