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Sogan (Allium cepa L.) tiiriinde haploid bitki iretimi ginogenesis yontemi ile
mimkiin olmaktadir. Farklt sogan genotiplerinin ginogenesis uyartimina
verdikleri cevap ve haploid bitki iiretme potansiyelleri farkliliklar gdstermektedir.
Bu tez caligmasinda iilkemizde yetistiriciligi yapilan kirmizi basli genotiplerin
ginogenesis uyartimma verdigi cevaplar arastirilmistir. Kullanilan sogan
genotipleri Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi (PAU BIYOM) sogan gen havuzundan alman
acik tozlanan seleksiyon materyalleri ve standart cesitlerden olugmustur.
Ginogenesis uyartim deneylerinde on genotipten alinan ~43 bin ¢igek tomurcugu
uyartim ortamina ekilmistir. Ginogenesis uyartimi denemelerinde yer alan 10
genotipten dokuzundan cevap elde edilmistir. Toplam 267 (% 0,63) tomurcuk
ginogenesise cevap vermis ve bunlardan 274 (% 0,64) adet ginogenik bitkicik elde
edilmistir. Ginogenik bitkiciklerin ~% 42’si normal gelisim gosterirken geri
kalanlar1 bitkiye doniisememistir. Flow sitometri analizi (FCM) ile yapilan ploidi
analizi sonucunda normal gelisim gosteren ginogenik rejenerantlarin ~%350’sinin
haploid oldugu tespit edilmistir. FCM analizi normal gelisim gosteren ginogenik
bitkilerin ~% 30’unun ve vegetatif olarak anormal gelisim gosteren bitkiciklerin
~% 40’1min diploid olduklarin1 géstermistir. Ginogenik bitkilerin bazilar1 aklimize
edilmis ve dis ortama aktarilmistir. Serada biiyiitiilerek bas olusturan ginogenik
bitkiler kaynaklandiklar1 dondr genotiplere benzerlik gostermislerdir.

ANAHTAR KELIMELER: Allium cepa L., flow sitometre, ginogenesis,
haploid, ploidi



ABSTRACT

DETERMINATION OF HAPLOID PLANT PRODUCTION IN SOME RED
BULBED ONION (ALLIUM CEPA L.) GENOTYPES
MSC THESIS
SALIM BARIS
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: PROF. DR. ALI RAMAZAN ALAN)

DENIZLI, JANUARY 2020

Production of haploid plants from onion (Allium cepa L.) species is possible via
gynogenesis technique. Onion genotypes may vary in their responses to
gynogenesis induction and potantial of haploid plant production ability. In this
thesis project, responses of red bulb onion genotypes grown in our country to
gynogenesis induction was studied. Onion genotypes used were open pollinated
selection materials and standard varieties taken from Pamukkale University Plant
Genetics and Agricultural Biotechnology Application and Research Center (PAU
BIYOM) germplasm collection. In the gynogenesis induction experiments, ~43
thousand flower buds collected from 10 genotypes were placed in induction
medium. Nine out of 10 genotypes used in the gynogenesis induction experiments
showed response. A total of 267 (% 0,63) responded to gynogenesis and 274 (%
0,64) gynogenic plantlets were obtained from them. About % 42 of gynogenic
plantlets showed normal growth and the remaining plantlates failed to develope to
plant level. According to ploidy analysis with flow cytometry (FCM) ~% 50 of
the gynogenic regenarants showing normal development were haploids. FCM
analysis showed that ~% 30 of gynogenic plants with normal growth and ~% 40
of gynogenic regenerants with abnormal vegetative growth were determined to be
diploids. Some of the gynogenic plants were aclimitized and transferred to in
vivo. Gynogenic plants grown to produce bulbs in the greenhouse showed
similarities to the donor genotypes from which they were obtained.

KEYWORDS: Allium cepa L., flow cytometer, gynogenesis, haploid, ploidy
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1. GIRIS

1.1 Sogammn (Allium cepa L.) Ekonomik Onemi ve Islahi

Sogan (Allium cepa L.) diinyanin her yerinde iretimi ve tiikketimi yapilan
onemli bir Allium tiridiir. FAOSTAT (2016) verilerine gore yillik diinya sogan
tiretimi yaklagik olarak 93 milyon tondur. Ulkemiz yillik yaklasik olarak 2 milyon
ton sogan {iiretimi ile diinyada dordiincii sirada yer almaktadir (FAOSTAT 2016).
Insan beslenmesi ve saghg acisindan olduk¢a &nemli biyokimyasal maddeler
icermekte olan soganin 1slah1 zaman alict ve ayn1 zamanda zordur. Soganin iki yillik
ve yabanci tozlanma egilimine sahip olmasi, siddetli kendileme depresyonu
gostermesi, genomunun biiyiik ve heterozigotluk oranmin yiiksek olmasi gibi
faktorler sogan 1slah programlarinin zor ve ¢ok uzun stirmesine neden olmaktadir. Bu
nedenle de sogan 1slahi ile ilgilenen arastirmaci kurulus ve bilim insan1 sayis1 hem az
hem de yeterli diizeyde degildir. Sogan tiiriinde yeni ¢esitlerin gelistirilmesi
isleminde klasik 1slah yontemleri ile saf sogan hatlarinin elde edilmesi, secilmekte
olan karakterlere gore degisiklik gostermekle birlikte yaklasik olarak 6-7 generasyon
(12-14 yil) siirebilmektedir. Ulkemizde ge¢mis yillarda yapilan seleksiyon 1slahi
caligmalariyla {iretilmis olan az sayida agik tozlanan standart sogan cesitleri
mevcuttur ancak yeni sogan c¢esitleri mevcut degildir. Bu nedenle de dnemli sogan
tireticisi lilkeler arasinda yer alan iilkemizde {iistiin verimli yerli ¢esitler mevcut
olmadig1 i¢in yetistiricilikte kullanilan tohumluk materyallerinin 6nemli bir kismi

ithalat yoluyla saglanmaktadir.

Bati Avrupa ve Kuzey Amerika {ilkelerinde F1 hibrit, diinyanin diger
iilkelerinde 1ise acik tozlanan standart ve ciftgi c¢esitleri ile sogan {retimi
yapilmaktadir (Brewster 2008). Agik tozlanan (OP) standart ve gift¢i gesitleri
yetistiriciligin yapildig1 sartlara adapte olmus materyallerdir. Bu ¢esitlerde ytliksek
oranda heterozigotluk mevcuttur. OP materyallerde iiretici ve tiiketici tercihlerine de
bagli olarak istenilen Ozelliklerin devam ettirilmesi amaciyla kendileme ve

seleksiyon 1slah1 uygulanmaktadir. Tohum iretimi serbest tozlama ile saglanan bu



materyallerde asir1 diizeyde kendileme ve seleksiyon yapilmaz. F1 hibrit ¢esit
iiretiminde ise genel olarak iki asama vardir. Ilk asamada istenen ozellikler icin
bliyiik olgiide homojen bitkiler iiretebilen ebeveynlerin 1slah1 gergeklestirilir. Bu
amacla ilk asamada anne ebeveyn olarak kullanilmak istenen hatlar, kendilenme
riskinin ortadan kaldirilmasi igin, sitoplazmik erkek kisir (CMS, A hatt1) bitkiler
olarak gelistirilir. Ayrica bu hatlara genetik olarak ¢ok benzeyen idame ettiriciler (B
hatt1) gelistirilmesi gerekmektedir. Ayn1 zamanda hibrit {iretiminde polen donorii
olarak kullanilacak hatlar (C) kendilemeler yapilarak ileri derecede homozigot hale
getirilmektedir. ikinci asamada ise A ve C hatlarinin siralar halinde dikilmesi ve
tozlagmasi saglanmakta ve bdylece hibrit tohumlarin iiretimi gerceklestirilmektedir.
F1 hibrit ¢esitleri melez giicii 6zellikleri sayesinde OP gesitlere gére uniform ve ayni
zamanda daha yiiksek verim kapasitesine sahiptirler. Bu nedenle de tohum firmalari
genellikle F1 hibrit cesitlerin  gelistirilmesine yoOnelik 1slah  programlari
yiirlitmektedirler. Bu 1slah programlarinin ilk asamasinda yukarida belirtildigi gibi
yiiksek derecede homozigotluk gosteren ebeveyn hatlarin gelistirilmesine ihtiyag
bulunmaktadir. Bu hatlarin iretilmesi ise kendileme yonteminin uygulanmasindaki
zorluklar nedeniyle olduk¢a zordur. Bu nedenle de yiiksek derecede homozigot
ebeveyn hatlarin iretilmesi i¢in  yeni yoOntemlerin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.

1.2 Katlamms Haploid (DH) Sogan Bitkilerinin Uretimi

Bircok bitki tlirlinde saf bitkilerin iiretimine imkan saglayabilen katlanmis
haploid (DH) bitki iiretim teknikleri bulunmaktadir (Dunwell 2010, Germana 2011).
Haploid bitkiler erkek ve disi hiicrelerden iiretilebilirler. Bitki tiirlerinde en yaygin
kullanilan haploid bitki iiretim teknikleri gelismemis polen (androgenesis) ve disi
yumurta hiicresinden (ginogenesis) embriyo uyartimma dayalidir. Sogan tiiriinde
yapilan androgenesis denemelerinde basar1 elde edilememistir (Keller ve Korzun
1996). Bu bitki tiiriinde haploid embriyo eldesi icin ginogenesis teknigi kullanilir. ilk
basarili ginogenik sogan bitkileri eldesi 30 yil kadar 6nce ii¢ farkli aragtirma grubu
tarafindan gerceklestirilmistir (Muren 1989, Campion ve Alloni 1990, Keller 1990).
Ilk ginogenesis ¢alismalarinda arastiricilar gelismemis ovul, ovari ve tiim cicek

tomurcuklarim1 farkli uyartim ortamlarinda kiiltiire almislardir. Elde edilmelerinin



zaman alic1 ve zahmetli olmasi nedeniyle ovul ve ovari eksplanlar1 yerine agmamis
tim ¢igek tomurcuklarnin kullanimi daha fazla tercih edilebilir. Tim ¢icek
kiltliriiniin sogan ginogenesi ¢alismalarinda basarili sonuglar verdigi gosterilmistir
(Bohanec ve Jakse 1999, Alan ve dig. 2003, Anandhan ve dig. 2014). Tiim tomurcuk
kiiltiirti yonteminin diger 6nemli bir Allium tiirii olan pirasa (A. ampeloprasum L.) ile
yapilan ginogenesis ¢aligmalarinda da basarilt oldugu gosterilmistir (Alan ve dig.
2016).

Biyoteknolojik bir uygulama olarak kabul edilen DH iiretim teknolojisi ile
tamamen homozigot sogan bitkilerinin iretilmesi miimkiin olabilmektedir (Alan ve
dig. 2004). DH sogan bitkilerinin {retilmesi yillarca tekrarlanan kendilemeler
yoluyla genetik olarak saf hatlar elde edilmesi islemine gerek kalmaz (Bohanec
2002). Kendine verimli, yiiksek verim ve kalite 6zelliklerine sahip DH bitkiler direkt
olarak ticari ¢esit olarak tiretimde kullanilabilecekleri gibi heterozis yaratma
Ozelliklerinden yararlanmak amaciyla F1  hibrit ¢esitlerin {iretiminde de

kullanilabilirler (Hyde ve dig. 2012).

DH teknigi ile iiretilen sogan hatlar1 tiim karakterler i¢in saflastirilir ve bu
bitkilerde kendileme depresyonu gibi istenmeyen 6zellikler gdzlenmez (Alan ve dig.
2004). DH hatlarin 1slah calismalarinda kullanilabilmesi i¢in, uygulanacak
protokollerin genotipten etkilenmemesi, ¢ok sayida haploid bitki eldesine olanak
saglamasi, bitkilerin diploidizasyonunun ve yeniden bol miktarda tohum
tiretebilmelerinin saglanmasi gereklidir. Tercih edilen agronomik o6zelliklere sahip
DH sogan hatlarn tescillenerek tohum iiretimi amaciyla kullanilabilir. DH
teknolojisinin iilkemize uygun sogan genotiplerinden istiin verim ve Kkaliteli
Ozelliklere sahip yeni ¢esitlerin liretiminde kullanilabilmesi i¢in projede kullanilacak
materyallerin ginogenesis uyartimina uygunluklarinin belirlenmesi gerekmektedir.
Haploid bitkilerin yeniden diploid seviyesine ve tohum iiretebilir duruma
getirilebilmeleri gerekmektedir (Alan ve dig. 2004). DH tekniklerinin sogan 1slahi
caligmalarina entegre edilebilmesi durumunda genetik olarak uniform sogan
hatlarinin ¢ok kisa siirede iiretilebilmesi miimkiin olacaktir. DH teknigiyle tamamen
saf sogan genotiplerinin tiretimi iki y1l gibi kisa bir siirede saglanabilir (Alan ve dig.
2004). Soganda haploid bitki eldesinde kullanilacak olan ¢icek tomurcuklarmin

ginogenesis uyartimma uygun gelisme safhalarinda olmasi1 gerekir. Ginogenesis
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uyartimi i¢in en uygun ¢icek tomurcugu gelisme doéneminin, embriyo keseciginin
olgunlasmis oldugu, antesisten 3-5 giin Onceki donem oldugu disiiniilmektedir

(Musial ve dig. 2001).

Soganda ginogenesis uyartimi1 i¢in farkli medyalarin kullanilmasi
Onerilmistir. Yaymlanan ¢alismalarda B5 (Gamborg ve dig. 1968), BDS (Dunstan ve
Short 1977) ve MS (Murashige ve Skoog 1962) medyalarinin ginogenesis uyartimi
icin uygun olduklar1 bilinmektedir (Kaska 2013). Alan ve dig. (2004) cicek
tomurcuklarinin modifiye edilmis BDS (Bohanec ve Jakse 1999) igeren petri
kaplarinda kiiltiire alinmasindan en az iki ay sonra ginogenik bitkiciklerin ortaya
¢ikmaya basladigin1 ve bu bitkiciklerin saglikli biiyliyebilmeleri i¢in EM (Jakse ve
dig. 2003) medyast igeren tiiplere transfer edilmeleri gerektigini belirtmislerdir.
Sogan genotiplerinin ginogenesis uyartimina verdikleri karsilik ¢ok farkl
olabilmektedir (Geoffriau ve dig. 1997, Bohanec ve Jakse 1999, Michalik ve dig.
2000, Alan ve dig. 2004, Khar ve dig. 2018). Elde edilen ginogenik bitkiciklerin bir
kismu bilylimeye devam eder ve normal gelisim gosterirler. Ginogenesis tekniginin
sogan 1slahinda uygulanabilmesi i¢in haploid bitkilerden DH bitkilerin iiretilmesi
gerekmektedir. Ginogenik sogan bitkileri ¢ogunlukla haploid kromozom sayisina
sahiptirler. Bu bitkiler arasinda kendiliginden diploid hale doniisebilen bitkilerin
orani ¢ok distiktiir (Bohanec 2002, Alan ve dig. 2004, 2007). Ginogenik bitkilerin
¢ogu kromozom katlamasi uygulamasi yapilmazsa haploid olarak kalirlar ve tohum

tiretemedikleri i¢in ¢cogaltilamazlar.

Ginogenik bitkilerde kromozom katlamasi uygulamalart genellikle in vitro
olarak yapilir ¢ilinkii sogan bitkileri biiylidiikce antimitotik kimyasallarin
meristematik bolgelere ulastirilabilmesi zorlagir. Antimitotik kimyasal uygulamalarin
yeni elde edilmis ginogenik bitkiciklerde yapilmasi biiyiikk oranda kayiplara neden
olmaktadir (Jakse ve dig. 2003, Grzebelus ve Adamus 2004). Bu yontemlerle elde
edilen diploidlerin ne kadarinin kendiliginden, ne kadarinin yapilan uygulamadan
kaynaklandig1 belli degildir. Plodi seviyesi tespiti yapilmamig embriyo ve bitkicikler
arsinda haploid ve diploid hiicreler bulunduran miksoploidler ve kendiliginden
(spontan) diploid hale gelmis bitkiler olabilir (Alan ve dig. 2003, 2004, 2007). Bu

nedenle kromozom katlamasina tabi tutulacak bitkilerin haploid seviyede oldugunun
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kesin olarak bilinmesi gerekir. Alan ve dig. (2007) 3-4 ger¢ek yaprakli haploid
bitkilerden elde edilen bazal eksplantlar kullanilarak sivi ortamda antimitotik
kimyasallarla (APM ve Kolhisin) yapilmasmin bitki kayiplarim1 azalttigin1i ve
rejenere olan bitkilerin cogunlugunun tohum iiretebildigi gosterilmistir (Alan ve dig.

2004, 2007).

1.3 Tezin Amaci

Soganinda i¢inde bulundugu Allium cinsinde haploidizasyon uygulamasi
ginogeneis uyartimi yolu ile yapilmaktadir. Soganda saf hatlarin iiretilmesi ¢ok uzun
yillar alacagi i¢in sogan 1slah materyallerinde ginogenesis temelli haploidizasyon
teknolojisi uygulamasi ile birka¢ yil i¢inde genetik olarak tamamen saf olan hatlar
iiretilebilir. Bu nedenle PAU BIYOM sogan 1slah programinda kullanilan kirmizi
baslt 10 genotipin ginogenesis temelli haploidizasyon uygulamasia gosterecekleri
cevabin tespit edilmesi 6nem arz etmektedir. Bu projenin amact PAU BIYOM sogan
gen havuzunda yer alan kirmizi bas rengine sahip sogan hatlarinda haploid bitki
liretim potansiyelinin arastirilmasidir. Caligmada tiretilmis olan bitkiler sitolojik ve
mormofolojik olarak karakterize edilmistir. Bu ¢aligma ile sogan 1slah programinda
yer alan Tiirkiye’ye adapte olmus sogan genotiplerinin ginogenesis uyartimina cevap

verdikleri gosterilmistir.

12



2. MATERYAL VE METOD

2.1 Bitki Materyali

Projede PAU BIYOM tarafindan 1slah materyali olarak gelistirilen dokuz
1slah hattt ve bir ticari sogan hatt1 (Tablo 1) ¢igek tomurcugu dondrii olarak
kullanilmistir. Dondr sogan hatlarina ait baglar bir yil once arazide iiretilmistir.
Sogan baglar1 soguk depoda ii¢ ay kadar tutulduktan sonra Aralik ayinda yeniden
seraya aktarilmiglardir. Yeniden siiren ve yapraklanan baslarda Mart ay1 baslarinda
cicek saplart olusmaya baslamistir. Umbeller Nisan-Mayis aylarinda ~30 cm ¢igek
sapiyla kesilerek laboratuvara getirilmistir. Laboratuvarda umbellerde bulunan
acilmis cicekler manuel olarak uzaklastirilmistir. Ginogenesis uyartimi deneylerinde

antesis oncesi asamada bulunan agmamus tiim ¢i¢ek tomurcuklar1 kullanilmistir.

Tablo 1: Dondr sogan hatlarinin genel 6zellikleri

Genotip? Tat | Bas Kabugu Rengi Bas Sekli
BPE® Act Kirmizi Basik yuvarlak
BPEG" Act Kirmizi Basik yuvarlak
BPE10P Act Kirmiz1 Basik yuvarlak
BPEPAU3-7" Act Kirmizi Basik yuvarlak
BPEPAU3-20P Act Kirmizi Basik yuvarlak
PAUSP Act Kirmizi Basik yuvarlak
PAUG" Act Kirmizi Uzun
Canakkale Kirmas’® | Act Kirmizi Basik yuvarlak
Red Baron® Aci Kirmizi Basik yuvarlak
Burgaz® Aci Kirmizi Basik yuvarlak

Calisamada kullanilan ¢igek tomurcugu donérlerinin tiimii OP genotiplerdir
bSeleksiyon materyali
Standart ¢esit

2.2 Cicek Tomurcuklarimn Kiiltiire Hazirlanmasi

Bu donemde ¢iceklerin % 20-30 kadar1 antesis asamasinda olan umbeller toplanip
etiketlenerek  laboratuvara  getirilmistir.  Laboratuvarda acilmis ¢igeklerin

cikarilmasindan sonra sadece olgunlasmamis ¢igceklerin bulundugu umbeller,
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saplarinin bir kism1 suda kalacak sekilde kavanozlara yerlestirilmislerdir Antesis
asamasina ulagsmasi i¢in birkag¢ giin gereken ¢igek tomurcuklart (>3 mm) bir makas
yardimiyla kesilip yiizey sterilizasyonu i¢in i¢inde %70’lik etanol bulunan
kavanozda 30 saniye kadar tutulmus ve daha sonra bu tomurcuklar i¢inde
sterilizasyon solusyonu (%15 clorax+%0.1 Tween-20) bulunan Magenta kaplarina
aktartlmistir (Sekil 1A-C). Tomurcuklar sterilizasyon soliisyonunda 30 dakika kadar
siirekli olarak karistirilmistir. Bu islem sonrasinda tomurcuklar steril su ile {ic defa
yikanip durulanmustir. Steril tomurcuklar steril kurutma kagitlar: lizerine serilerek
kurumalar1 saglanmistir (Sekil 1D). Tiim sterilizasyon islemleri steril kabinde ve

steril ekipman ile yapilmistir.

Sekil 1: Sogan tomurcuklarinin uyartim kiiltlirtine ekilmeleri. A. Tomurcuklarin kesilmesi.
B. Tomurcuklarin ¢ay siizeklerine doldurulmalari. C. Yiizey sterilizasyonu islemi. D.
Sterilize edilmis olan tomurcuklar. E. Tomurcuklarin uyartim ortamina ekilmeleri. F.
Parafilm ile sarilmis tomurcuk kiiltiiri.
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Sekil 2: Sogan tomurcuklarinda ginogenesis cevabi. A. Tomurcuk kiiltiirleri. B. Ginogenesis
cevabi veren sogan tomurcugu. C. Bir tomurcuktan fiiretilen iki ginogenik bitkicik. D.
Tiiplere aktarilmis ginogenik bitkicikler.

2.3 Ginogenesis Uyartimi ve Ginogenik Bitkilerin Elde Edilmesi

Ginogenesis uyartim kiiltiirleri Alan ve dig. (2004) tarafindan yaymlanmis olan
protokole gore olusturulmuslardir. Kiiltiirlerin biiyiitme kosullari ayni referansta
verilmis olan protokole gore ayarlanmistir. Uyartim uygulamasi i¢in 20 ml modifiye
BDS (Dunstan ve Short 1977) igeren 15x90 mm’lik Petri tabaklarina igeren 30’ar
cicek tomurcugu konulmustur (Sekil 1E). Ginogenesis uyartim deneylerinde toplam
42990 bin agmamis tiim ¢i¢cek tomurcugu uyartim ortamina ekilmistir. Olusturulan
tim kiltiir tabaklar1 sterilizasyonun korunmasi amaciyla iki sira parafilm ile
sartlmistir (Sekil 1F). Sogan ginogenesis uyartim kiiltiirleri 18 saat 151k/25° C ve 6
saat karanlik/17° C olarak ayarlanmig bliyiitme odasma yerlestirilmis ve haftalik
olarak gozlemlenmislerdir (Sekil 2A). Elde edilen ginogenik bitkiciklerin ¢ikis
tarihleri kayit altina alinmistir. Uyartima cevap veren tomurcuklar 20 ml EM (Jakse
ve dig., 2003) iceren Petri tabaklarina transfer edilmislerdir (Sekil 2B). Geliserek
tomurcuklardan disar1 ¢ikan ginogenik bitkicikler 15 ml EM igeren 50 ml’lik cam

tiiplere transfer edilmislerdir (Sekil 2C, D).
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2.4 Ginogenik Sogan Bitkilerinde Ploidi Seviyesi Testi

Bu projede elde edilmis olan ginogenik bitkilerde hiicre ¢ekirdegi DNA miktar1 ve
ploidi tespiti Alan ve dig. (2016) tarafindan gelistirilen Flow Sitometri (FCM) analizi
protokoliine gore yapilmistir. Analiz ic¢in igsel kontrol olarak arpa (Hordeum
vulgare) fidelerinden alinan yaprak dokusu kullanilmistir. Birkag yaprakli ginogenik
sogan bitkilerinden 50 mg kadar yaprak 6rnekleri alinip 1slak buz kutusunda tutualn
65x15 mm Petri kaplarina konmustur. Her sogan 6rneginin bulundugu Petri tabagina
10 mg kadar arpa yapragi eklenmistir. Orneklerin bulundugu Petri tabaklarina 1,5 ml
niikleer DNA izolasyon (NIB) solusyonu eklenmis ve sogan ve arpa yapraklari bir
jilet ile ince seritler halinde kesilmistir. 45 um’lik bir naylon filtreden gegirilen
cekirdekler Eppendorf tiiplerinde toplanmistir. Tiiplerdeki 6rnekler propidum iodide
(PT) ile boyandiktan sonra flow sitometri ile analiz edilmislerdir (Sekil 3A-C). Bu
calismada kulanilan dondr sogan genotiplerinin (2n=2x=18) ¢ekirdek DNA miktari
~32 pg DNA/hiicre olarak hesaplanmistir.

2.5 Ginogenik Bitkilerin Dis Ortama Ahlstirilarak Biiyiitiilmeleri

FCM analiz sonuglarina gore spontan diploid ve miksoploid olduklar tespit edilen
bitkiler dis ortama aktarilmistir. Tiiplerden cikarilan bitkilerin kok bolgeleri ¢esme
suyu ile yikandiktan sonra bitkiler steril torf ve perlit (2:1) karisimi ile doldurulmus
olan  saksilara dikilmislerdir (Sekil 4A, B). Bu saksilar naylon posetler ile
kapatildiktan sonra 18 saat aydinlik, 6 saat karanlik ve siirekli 18° C’ye ayarlanmis
olan biiyiitme kabinine alinmiglardir (Sekil 4C). Biiyilitme kabininde naylon
posetlerde kiigiik delikler agilarak bitkilerin aklimize olmalarina yardim edilmistir.
Transferden yaklagik iki hafta sonra naylon posetler tamamen kaldirilmis ve bitkiler

seraya aktarilmiglardir (Sekil 4D).
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2.6 listatistiksel Analiz

Tez calismasinda elde edilecek verilerin istatistiksel analizleri ANOVA ile
yapilacaktir. Ginogenik bitki rejenerasyonu oranlart kiiltiirdeki ¢icek tomurcugu
sayisina gore hesap edilecektir. Aymi medya kompozisyonuna sahip ve ayni
genotipten elde edilmis eksplantlarla olusturulmus Petriler bir replikasyon iinitesi
olarak kabul edilecektir. Ginogenesis deneylerinde elde edilen ortalamalar arasindaki

farkliliklarin Tukey (p=0.05) ile kisyaslamas1 yapilmuistir.

Sekil 3: Ginogenik soganlarda flow sitometri ile ploidi tespiti. A. Cekirdek orneklerinin PI
ile boyanmasi. B. Orneklerin flow sitometriye yerlestirilmesi. C. Orneklerin analizi. D.
Diploid bir bitkiye ait flow historamu.
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3. BULGULAR

Ag¢mamis cicek tomurcuklari ile olusturulmus olan ginogenesis uyartim
kiiltiirleri hafta da iki kez gozlemlenmistir. Kiiltiire alindiktan birkag giin sonra
tomurcuklar agnustir. Iki hafta igerisinde ciceklerin ovaryum biiyiikliikleri birkag kat
artmistir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik ii¢ ay sonra ginogenik bitkicikler ciceklerin
yumurtalik kisimlarindan disariya dogru ¢ikmaya baslamislardir. Bu siire iginde petri

tabaklarinda goriilen bakteri ve mantar kontaminasyonlar1 kiiltiir odasindan

uzaklagtirilmigtir.

Sekil 4: Ginogenik sogan bitkilerinin dig ortama aktarimi. A. Tiipte bulunan ginogenik sogan
bitkileri. B. Tiipten ¢ikarilmis bir ginogenik sogan. C. Steril torf ve perlit (2:1) ile
doldurulmus saksilara aktarilis ve naylon poset ile kapatilmis bitkiler. D. Dis ortama
alistirilmig ve seraya alinmis ginogenik sogan bitkileri.
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Sekil 5: Bitkiye doniisemeyen ginogenik bitkicikler A. Vitrifiye bitkicik. B. Yapisik bitkicik.
C. Kalinlagmig kok. D. Dumura ugramis bitkicik. E. Dumura ugramig bitkicik. F. Kok ve
stirgiinde kallus. G. Dumura ugramug siirgiin. H. Kalinlasmig kék. 1. Vitrifiye koklere sahip
bitkicik.

3.1 Sogan Genotiplerinin Ginogenesis Uyartimmna Verdikleri

Cevaplar

Bu tez ¢alismasinda 10 kirmiz1 bagh sogan genotipine (BPE, BPE6, BPE10,
BPEPAU3-7, BPEPAU3-20, PAUS, PAU6, Canakkale Kirmasi, Red Baron, Burgaz)
ait ~43 bin ¢igek tomurcugu uyartim ortamina ekilmistir. Calismada toplam 267 (%
0,63) tomurcuk ginogenesise cevap vermis ve bunlardan 274 (% 0,64) adet ginogenik
bitkicik elde edilmistir (Tablo 2). Ginogenik bitkiciklerin ~% 42’si normal gelisim
gosterirken geri kalanlarin anormal vejetatif gelisim gosterdikleri bitkiye tespit
edilmistir. Denemelerinde yer alan 10 genotipten dokuzunda cevap elde edilmistir.
En yiiksek ginogenesis cevabi (% 1,9 bitkicik) PAU6 genotipine ait tomurcuklardan
olusturulan kiiltiirlerde elde edilmistir. BPE10 genotipinden uyartim ortamina konan

~3000 tomurcuktan ise ginogenesis cevabi alinamamustir.
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BPE genotipine ait ¢igek tomurcuklarindan bes (% 0,30) tanesi ginogenesise
cevap vermistir. Uretilen bes ginogenik bitkicikden dordii (% 0, 24) bitki haline
gelirken bir (% 0,06) bitkicik anormal gelisim gostermistir. Ayrica bu genotipe ait

tomurcuklarin bazal kisimlarindan gelisen bes adet somatik bitki elde edilmistir.

BPE6 genotipine ait kiiltiirlerde 12 (% 0,31) adet tomurcukta ginogenesis
cevabi elde edilmistir. Elde edilen 16 (% 0,41) bitkicikten bes (% 0.13) adedi bitki

halini almis ve 11 (% 0,28) bitkicik anormal gelisim gostermistir.

BPEPAU3-7 genotipine ait tomurcuklarin 20 (% 0,30) adedinde ginogenik
cevap gozlenmistir. Bu kiiltlirlerden elde edilen 20 (% 0,30) bitkicikten sekiz (%
0,12) adedi bitki haline doniisiirken 12 (% 0,18) adedi anormal olarak gelismis ve
bitki formuna ge¢ememistir. Ayrica bu kiiltirlerden 11 adet somatik bitki

tretilmistir.

BPEPAU3-20 genotipinden alinan tomurcuklarla kurulan uyartim
denemelerinde tomurcuklardan besinde (% 0,22) cevap goriilmiistiir. Elde edilen bes
(% 0,22) bitkicikten bir (% 0,04) adedi bitkiye doniismiis ve dort (% 0,18) adedi

anormal gelisim gostermistir.

PAUS genotipinde 51 (% 0,43) tomurcukta ginogenesis cevab1 gézlenmistir.
Bu tomurcuklardan 52 (% 0,44) bitkicik iiretilmistir. Bitkiciklerden 22 (% 0,18)
adedi bitki olarak gelisirken 30 (% 0,25) adedinde anormal gelisim goriilmistiir.
PAUS genotipine ait tomurcuklardan 11 adet somatik bitki elde edilmistir.

PAU6 calismada kullanilan genotipler arasinda en yiiksege ginogenesis
cevabr gostermistir. Bu genotipe ait 152 (% 1,9) tomurcuk ginogenesis cevabi
gostermistir. Cevap veren tomurcuklardan 154 (% 1,9) adet ginogenik bitkicik
tretilmistir. Ginogenik bitkiciklerin 67 (% 0,84) adedi normal gelisim gostererek
bitki haline doniismiistiir. Geri kalan 87 (% 1,09) bitkicik anormal gelisim

gostermistir.

Canakkale Kirmasina ait tomurcuklarda ginogenesis uyartimina gosterilen
cevap diisiik seviyede gergeklesmistir. Bu genotipe ait alti (% 0,17) tomurcuk
ginogenesis cevabi vermis ve bunlardan alt1 (% 0,17) adet bitkicik tiretilmistir. Elde

edilen bitkiciklerden bes (% 0,16) adedi bitki haline doniistirken bir (% 0,03) adedi
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anormal gelisim gostermistir. Bu genotipten iki adet somatik bitki gelisimi

gbzlemlenmistir.

Ticari bir ¢esit olan Red Baron genotipine ait kiiltiirlerden ti¢ (% 0,33)

tomurcukta cevap gozlenmis bunlardan ii¢ (% 0,33) bitkicik iiretilmistir. Bunlardan

iki (% 0,22) adedi normal gelisim gostererek bitki formunu almistir. Diger bitkicik

(% 0,11) ise anormal gelisim gostermistir.

Diger bir ticari gesit olan Burgaz genotipine ait 13 (% 0,63) tomurcuk

ginogenesis cevabi gostermis ve bunlardan 13 (% 0,63) adet ginogenik bitkicik elde
edilmistir. Bunlardan iki (% 0,22) adedi bitki haline déniistirken 11 (% 0,53) tanesi

anormal gelisim gostermistir.

Tablo 2: Sogan genotiplerinin ginogenesis uyartimina gosterdikleri cevaplar

Ekilen cicek Cevap Ginogenik Ginogenik GeliSim.,.
tomurcugu veren bitkicik bitki sayis1 . anorma!llg} .
sayisi tomurcuk sayist (%) (%) gosteren bitkicik

Donér genotip sayis1 (%) sayisi (%)
BPE 1650 5(0,30) B 5(0,30) B 4 (0,24) AB 1 (0,06)
BPE6 3810 12 (0,31)B | 16(0,41)B 5(0,13) B 11 (0,28)
BPE10 2910 0B 0B 0B 0
BPEPAU3-7 6570 20(0,30)B | 20(0,30)B 8(0,12) B 12 (0,18)
BPEPAU3-20 2190 5(0,22) B 5(0,22) B 1(0,04) B 4 (0,18)
PAUS 11760 51(0,43)B | 52(0,44)B | 22(0,18)B 30 (0,25)
PAUG 7920 152 (19)A | 154(1,99A | 67(0,84) A 87 (1,09)
Canakkale 3210 6 (0,17) B 6 (0,17) B 5(0,16) B 1(0,3)
Kirmasi
Red Baron 900 3(0,33)B 3(0,33)B 2 (0,22) AB 1(0,11)
Burgaz 2070 13(0,63)B | 13(0,63) B 2(0,22) B 11 (0,53)
Toplam 42990 267 (0,63) 274 (0,64) 116 (0,27) 158 (0,36)

* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda

bulunmaktadir (Tukey, P<0,05).
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Tablo 3: Bitki haline doniismiis olan ginogenik sogan bitkilerinde ploidi analizi

sonugclari
Ploidi seviyesi

Test edilen
Donor genotip | bitki sayis1 n (%) n+2n (%) | 2n (%) | 2n+4n (%) | 4n (%)
BPE 2 1 (50) - 1 (50) - -
BPE6 5 2 (40) 1(20) 2 (40) - -
BPEPAU3-7 5 - - 5 (100) - -
BPEPAU3-20 1 1 (100) - - - -
PAU5 19 12 (63,1) 1(5,2) 5 (26,3) 1(5,2)
PAUG 70 39 (55,7) 9(12,8) | 19(27,1) 1(1,4) 2(2,8)
Canakkale 5 - 1 (20) 4 (80) - -
Kirmasi
Red Baron 2 2 (100) - - - -
Burgaz 3 2 (66,6) 1(33,3) - - -
Toplam 112 59 (52,6) | 13(11,6) | 36(32,1) 1(0,8) 3(2,6)

3.2 Ginogenesis

Uyartim Uygulamasindan Elde

Edilen Sogan

Bitkilerinin Ploidi Seviyeleri

Calismada ¢icek tomurcugu dondrii olarak kullanilan ve diploid ploidi seviyesine (2n
=2x=16) sahip olduklar1 bilinen sogan genotiplerinin flow sitometri ile yapilan
analizlerinde ~32 pg DNA/2C c¢ekirdek DNA’sina sahip olduklar tespit edilmistir.
Ginogenesis teknigiyle elde edilen bitkilerde yapilan analizlerde bu bitkiler arasinda
ploidi farkliliklar1 oldugu goriilmiistiir. Ginogenik bitkiler arasinda haploid (~16 pg
DNA/2C), diploid (~32 pg DNA/2C), triploid (~48 pg DNA/2C), tetraploid (~60 pg
DNA/2C), haploid ve diploid hiicreler i¢in miksoploid ve diploid ve tetraploid
hiicreler i¢in miksoploid bitkiler tespit edilmistir. Ginogenesis cevabi goOsteren
tomurcuklardan elde edilen bitkiciklerin bir boliimii normal gelisim gosterip bitki
haline doniisiitken bir boliimiide anormal gelisim gostermistir. Bu  gelisimsel

farkliligin nedenlerini aragtirmak amaciyla bir FCM analizi yapilmigstir.

Bu calismada elde edilen ve normal gelisim gosteren 112 ginogenik bitkide
FCM analizi yapilmistir (Tablo 3). Bu bitkilerin 59 (% 52,6) adeti haploid, 36 (%
32,1) adeti diploid, ii¢ (% 2,6) adeti tetraploid, 11 (% 11,6) adeti haploid ve diploid
hiicreler bulunduran miksoploid (n+2n) ve bir ( % 0,8) adetide diploid ve tetraploid
hiicreler bulunduran miksoploid (2n+4n) olarak tespit edilmistir. Normal gelisim

gosteremeyen ginogenik bitkiciklerde yapilan FCM analizinde 144 Ornek test
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edilmistir (Tablo 4). Bunlardan 69 (% 47,9) adetinin diploid, 58 (% 40,2) adetinin
diploid, ii¢ (% 2) adetinin triploid, 11 (% 7,6) adetinin n+2n ve ii¢ (% 2) adetinin

2n+4n oldugu tespit edilmistir.

3.3 Dis Ortama Aktarilan Ginogenik Bitkiler

Calismada elde edilen BPE6, BPE3MOR7, PAU3MOR7, PAUS5, PAU6 ve
Canakkale Kirmasi genotiplerine ait ginogenik bitkiler dis ortama aktarilmis ve
gelisimleri takip edilmistir (Tablo 5 ve 6). Bu bitkiler hasat asamasinda
resimlenmisglerdir (Sekil 6-8). BPE6 genotipinden iiretilen BPE6GI1 bitkisi 18 g
agirliginda yuvarlak bir kirmizi bas olusturmustur. Kurutulan basin agirhigi 6 g
olarak oOl¢ilmistir. BPE3MOR7 dondriinden elde edilen bir bitki olan
BPE3MOR7G1 172 g agirhiginda yuvarlak bir bas olusturmustur. Bu bitkinin
kurutulan bast agirhgr 82 g’dir. PAU3ZMOR7 dondriinden elde edilen
PAU3MORT7GI bitkisi 20 g’lik bir yuvarlak bas olusturmustur. Kurutulan bas 10 g
olarak oOl¢iilmiistir. PAUS donériinden elde edilen PAUSG1 bitkisi 100 g’lik bir
yuvarlak bas olusturmustur. Bu bas kurulunca 60 g olarak tartilmistir. PAU6
donoriinden elde edilen 14 (PAU6G1-14) bitkinin bas agirliklari 1 ile 92 g arasinda
degisiklik gostermistir. Bu gruptaki tim baglarin uzun kirmizi oldugu tespit
edilmistir. Kurutma isme sirasinda 2 ginogenik (PAU6G7 ve G9) bitkiye ait baslar
clirtidiikleri i¢in kaybedilmislerdir. Geri kalan 14 ginogenik bitkiye ait kurutulmus
baslar 0.5 ile 58 g arasinda oldugu tepit edilmistir. Canakkale Kirmas1 donériinden
elde edilen iki (Canakkale KirmasiGl ve G2) bitki seda biiyiitiilmistir. Bu
ginogenik bitkilerin bir tanesi 10 g ve ili¢ bas olusturan digeri ise ortalama olarak
111,3 g agirhginda uzun ve kirmizi baglar olusturmustur. Kurutulan baglarin

agirliklart 5 ve 46,6 g’dir.
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Tablo 4: Anormal gelisim gosteren ginogenik sogan materyallerinde ploidi analizi
sonugclari

Ploidi seviyesi
Test edilen

Donér genotip bitki sayisi n (%) n+2n (%) | 2n (%) | 2n+4n (%) | 3n (%)
BPE 1 - - 1 (100) - -
BPE6 11 4 (36,3) - 7 (63,6) - -
BPEPAU3-7 10 1 (10) 3 (30) 5 (50) 1 (10) -
BPEPAU3-20 2 1 (50) - 1 (50) - -
PAU5 30 18 (60) 2 (6,6) 10 (33,3) - -
PAUG 78 39 (50) 4 (5,1) 30 (38,4) 2 (2,5) 3(3.8)
Canakkale Kirmasi 1 - - 1 (100) - -
Red Baron 1 1 (100) - - - -
Burgaz 10 5 (50) 2 (20) 3 (30) - -
Toplam 144 69 (47,9) | 11(7,6) | 58 (40,2) 3(2) 3(2)

Tablo 5: Ginogenik bitkilerin yas hallerinin karakteristik 6zellikleri

Bas Yas TamBoy Yaprak Yaprak Yaprak Bas Bas
Sayist Agirhk Uzunlugu Boyu Eni Sayis1 Boyu Capi

GENOTIP @  ©m  em () (cm) (cm)
BPE6 G1 1 18 27 19 0,6 3 29 2,7
BPE3 MOR7 G1 1 172 84 65 1 7 8,3 59
PAU3 MOR7 G1 1 20 31 24,5 0,7 5 3 2,3
PAUS G1 1 100 69 54 1,2 6 54 53
PAUG G1 1 1 24 16 0,1 2 2,8 1
PAUG G2 1 84 67 52 1 6 6,5 4.4
PAU6 G3 1 18 23 14 1 2 3,5 2,4
PAUG G4 1 90 61 49 0,8 5 7,5 3,9
PAUG6 G5 1 24 35 25 0,9 3 3,6 2,7
PAUG6 G6 1 42 53 39 0,7 6 58 2,9
PAUG G7 1 10 39 28 0,4 4 3,8 18
PPAUG G8 2 6 38 28 0,4 3 4,6 18
PAUG6 G9 1 12 38 29 0,4 3 3,9 19
PAUG G10 1 92 71 56 11 5 6,7 45
PAUG G11 1 86 76 55 13 8 14 3,3
PAUG G12 1 24 66 50 8,6 3 7 2,9
PAU6 G13 1 92 58 45 1,1 6 6,2 4,3
PAUG G14 1 30 44 33 0,3 4 57 2,8
Canakkale Kirmasi G1 1 10 - - - - 7,9 2,2
®Canakkale Kirmas1 G2 3 111,3 94 712 15 8 5,4 5,7

%[ki basin ortalama degerleri alinmistir.
b(J¢ basin ortalama degerleri alinmustir.
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Tablo 6: Ginogenik bitkilerin kuru hallerinin karakteristik 6zellikleri

Bas Bas Bas Bas Bas Bas
Sayis1  Agirhgi(g) Boyu Capt  Rengi  Ozelligi
GENOTIP (cm) (cm)
BPE6 G1 1 6 2,8 2,4 Kirmizi  Yuvarlak
BPE3 MOR7 G1 1 82 55 51 Kirmizi  Yuvarlak
PAU3 MOR7 G1 1 10 1,8 14 Kirmuzi  Yuvarlak
PAUS G1 1 60 1,2 6 Kirmuzi  Yuvarlak
PAUG G1 1 0,5 2 0,5 Kirmizi Uzun
PAUG G2 1 58 51 4,3 Kirmiz1 Uzun
PAUG G3 1 6 2,9 2,1 Kirmizi Uzun
PAUG G4 1 50 58 3,5 Kirmiz1 Uzun
PAU6 G5 1 8 3 2,3 Kirmizi Uzun
PAU6 G6 1 22 4.9 2,4 Kirmizi Uzun
PAU6 G8 1 5 2,65 1,7 Kirmizi Uzun
PAU6 G10 1 52 6,8 4.1 Kirmizi Uzun
PAU6 G11 1 40 7,5 3,1 Kirmizi Uzun
PAU6 G12 1 14 53 2,4 Kirmizi Uzun
PAU6 G13 1 40 5,9 3,9 Kirmizi Uzun
PAU6 G14 1 4 3,8 2,4 Kirmizi Uzun
Canakkale Kirmas1 G1 1 5 3,5 1,9 Kirmizi Uzun
8Canakkale Kirmasi G2 3 46,6 4,46 4,3 Kirmizi Uzun

%U¢ basin ortalama degerleri alimustir.
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Sekil 7: PAUG genotipinden (A-H) iiretilmis ginogenik bitkiler
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Sekil 8: PAUS (A) ve Canakkale Kirmasi (B) genotiplerinden {iretilmis ginogenik bitkiler
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4. TARTISMA

4.1 Haploid ve DH Sogan Bitkilerinin Uretilmesi

Sogan diinyanin her yerinde iiretimi ve tiikketimi yapilan 6nemli bir tiirdiir.
Tiim diinyada sogan tiiketimi artma egilimindedir. Gelismis tilkelerde F1 hibritlerle
iretim yaygin iken gelismekte olan iilkelerde c¢ogunlukla acik tozlanan standart
cesitler ve ciftgi ¢esitleri ile sogan {iretimi yapilmaktadir. Farkli yetistirme
ortamlarina adaptasyon kabiliyeti yiiksek, tstiin verim, kalite, biyotik ve abiyotik
streslere dayanim 06zelligine sahip yeni cesitlerin gelistirilmesinde biiyiik zorluklarla
karsilasilmaktadir. Sogan 1slahinin en zor kismi genetik olarak saflasmis cesitlerin
azligidir. Hayat dongiisiiniin en az iki yillik olmasi, yiiksek oranda yabanci tozlama
egiliminin olmas1 ve ¢ok biiyilk genoma sahip olmasi klasik kendileme yolu ile saf
hatlarin {iretimini 6niindeki 6nemli engellerdir. Diger bir engelde soganin siddetli
derecede kendileme depresyonu gostermesidir. Bu problemler nedeni ile kendileme

ile tamamen saf sogan hatlarinin tiretilmesi miimkiin olamamaktadir.

Yeni sogan ¢esitlerinin gelistirilmesinin ¢ok uzun zaman almasi bitki 1slah1 ve
biyoteknolojisi alaninda uzmanlasmis arastirma gruplarinin ilgisini ¢ekmektedir.
Soganda ginogenesis temelli haploidizasyon ve bunu takiben kromozom katlamasi
yolu ile tamamen saf hatlarin {iretilmesinin miimkiin oldugu farkli arastirma gruplar
tarafindan gosterilmistir (Campion ve dig. 1995, Jakse ve dig. 2003, Alan ve dig.
2004, Grzebelus ve Adamus 2004, Fayos ve dig. 2015). Avrupa kokenli sogan
genotipleri ile yapilan ¢aligmalarda da ginogenesise verilen cevaplarin diisiik ve orta
seviyede olduklar1 rapor edilmistir. Michalik ve dig. (2000) tarafindan yayinlanan
calismada kullanilan 30 genotipten dokuzunun hi¢ cevap vermedigi, diger
genotiplerin % 0,2 ile 10 arasinda cevap gosterdikleri belirtilmistir. Elde ettikleri
ginogenik yapilar1 embriyo olarak tanimlayan arastirmacilar bunlarin ne kadarinin
ginogenik bitkiler haline doniistiiglinii belirtmemislerdir. Diger Avrupa kaynakli
sogan genotiplerinde de benzer ginogenesis cevaplari goriildiigii rapor edilmistir.
Fayos ve dig. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada Ispanyol cesitlerinin % 0,27 ile

2,09 arasinda ginogenesis cevabi verdikleri belirtilmistir. Caligmada yer verilen
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Ispanyol genotiplerden elde edilen ginogenik bitkiciklerin bitkiye déniisiim oranlari
% 0 ile 33,3 arasinda degisiklik gostermistir. Bohanec ve Jakse (1999) Avrupa,
Kuzey Amerika ve Japonya kaynakli 39 sogan genotipi ile yaptiklar1 ¢alismada
soganlarin genetik ve cografik kokenlerinin ginogenesis cevabi lizerinde etkisi
oldugu sonucuna varmistir. Arastirmacilar 34 genotipe ait tomurcuklarda % 0,2 ile
22,6 arasinda ginogenesis cevabi gorildiigiinii rapor etmislerdir. Calismaya gore
Ingiliz genotipleri % 0-1,7 arasinda, Fransiz genotipleri % 3,4-3,8 arasinda, Ispanyol
genotipi % 2,1, Portekiz genotipleri % 0-2 arasinda, Slovenya genotipleri % 0,8-3,4
arasinda, Makedonya genotipi % 2,1, Tiirk genotipi % 2,2, Eski Sovyet Ulkeleri
genotipi % 1,2, Japon genotipleri % O ile 4,4 arasinda ve ABD genotipleri % 0-22,6
arasinda ginogenesis cevabi gostermislerdir. Bu arastirmacilarda ginogenik bitkiye
dontisiim oranlar1 hakkinda bilgi vermemislerdir. Alan ve dig. (2004) tarafindan
Kuzey Amerikan kokenli 10 act ve dort tath uzun giin sogan genotiplerinde yapilan
detayli g¢aligmalarda bu genotiplerin ginogenesise cevaplarimin orta ve yiiksek
seviyede oldugu belirlenmistir. Kuzey Amerikan genotiplerinden 1270 (% 4,6)
ginogenik bitkicik eldesi saglanmistir. Bunlarin yaklasik {igte ikisi ginogenik bitki

olarak geligmistir.

Tiirk sogan genotiplerinin ginogenesis uyartimina verdikleri cevaplar ile ilgili
arastirma sayis1 oldukca azdir. Kaska (2013)’nin calismasinda PAU BIYOM sogan
gen havuzundan alinan 35 genotipten 25 (% 71.5)’ine ait tomurcuklarin BDS
ortaminda uyartim cevabi gosterdikleri ve toplam 345 (% 0,62) ginogenik bitkicik
tiretildigi belirtilmistir. Calismada elde edilen ginogenik bitkiciklerin ~% 20’sinin
gelismeye devam ederek bitki haline doniistiigii tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda
kullanilan 10 sogan genotipinden dokuzunda (% 90) ginogenesis cevabi elde edilmis
ve toplam 274 (% 0,64) ginogenik bitkicik iiretilmistir. Elde edilen ginogenik
bitkiciklerin ~% 42’si gelismeye devam ederek ginogenik bitki haline doniligsmiistiir.
Benzer dondr materyalleriyle yapilmis olan bu iki ¢alismanin ikincisinde elde edilen
ginogenik bitki sayisindaki artis dikkat ¢ekicidir. Ikinci ¢alismada kullanilan dondr
sogan genotiplerinin dort generasyon boyunca kendilenerek genetik olarak
uniformlasmis olmasimin bu sonugta katkisi olabilir. Genomda mutasyonlar sonucu
olusmus olan ve genellikle ¢ekinik kalitim moduna sahip olan letal allellerin genetik
saflagtirma uygulamalar1 sirasinda homozigot hale gelmesi durumunda 6liimciil veya

gelisimi engelleyici sonuglar ortaya ¢ikabilir (Alan ve dig. 2004, Geoffriau ve dig.
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1997). Asirn diizeyde heterozigot olan sogan popiilasyonlarinda ginogenesis
uyartimina verilen cevaplarda diisiik diizeydedir (Kaska 2013). PAU BIYOM sogan
gelistirme programinda klasik kendileme yontemi ile saflastirma ¢alismalari
yapilarak bu tip heterozigot materyallerden daha az diizeyde kendileme depresyonu
gosteren ve birbirine genetik olarak daha fazla benzeyen bitkilerden olusan standart
OP genotipleri gelistirilmektedir. Sogan materyallerinde ginogenesis uyartimina
cevap verme Ozelliginin genetik olarak birbirine yakin bireylerden olusan sogan

genotiplerde daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir (Alan ve dig. 2003).

Haploid bitkilerde mayoz gerceklesmedigi i¢in normal erkek ve disi gametler
gelisemez. Bu nedenle ginogenik bitkilerin ploidi sevilerinin tespit edilmesi 6nem arz
etmektedir. Bu caligsmada elde edilen ginogenik bitkicik ve bitkilerin ploidi seviyeleri
FCM analizi ile tespit edilmistir. Normal gelisim gosteren ginogenik bitkilerin ~% 50
kadarinin haploid ve ~%30 kadarinin diploid oldugu tespit edilmistir. Bunlarin
disinda miksoploidler (% 11,6 n+2n ve % 0,8 2n+4n) ve tetraploid (% 2,6) bitkiler
bulunmustur. Analiz sonuglarina gére normal bitki formuna doniisemeyen anormal
ginogenik bitkiciklerin ~% 48 kadar1 haploid ve %40 kadarmin diploid oldugu ortaya
cikarilmigtir. Bunlarin yaninda miksoploidler (% 7,6 n+2n ve % 2 2n+4n) ve

triploidler (% 2) tespit edilmistir.

Diploid ya da tetraploid olarak belirlenen ginogenik bitkiler haploid
bitkilerden spontan olarak olugmus olabilirler (Campion ve dig. 1995, Geoffriau ve
dig. 1997, Alan ve dig. 2007). Alan ve dig. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada FCM
analizine gore ginogenik bitkilerin ~% 82’si haploid ve ~% 15’inin diploid oldugu
tespit edilmistir. Bunun yaninda test edilen bitkilerin ~% 2,4’i haploid ve diploid
hiicreler icin miksoploidken ~% 0,8’1 tetraploid olarak analiz edilmistir. Kaska
(2014)’nin ¢aligmasinda denemeye alinan sogan genotiplerinden meydana gelmis
ginogenik bitkiler analiz edilmistir. Sonug olarak ~% 46 oraninda haploid, ~% 19
oraninda diploid, ~%]1,5 oraninda tetraploid, ~% 30 oraninda haploid ve diploid
hiicreler i¢cin miksoploidi, ~% 2 oraninda diploid ve tetraploid hiicreler icin

miksoploid elde edilmistir.
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4.2 Haploid ve DH Sogan Bitkilerinin Uretiminin Avantajlan

Uretilmesi oldukca zahmetli olmasma ragmen haploid bitkilerin iki énemli
avantaji vardir. Ilki her kromozom ciftinden sadece bir tanesine sahip olan bu
bitkilerde mutasyonlarin neden olduklar1 degisikliklerin tespitinin kolaylasmasidir.
Ikincisi de diploid hale getirildiklerinde bu bitkilerin hiicrelerinde birbirinin ayni
olan kromozom ¢iftlerine (izogenik diploid veya katlanmig haploid) sahip
olunmasidir. Konvansiyonel kendileme ile hi¢bir zaman ulagilamayacak derecede
homozigot olan bu bitkilerin kendilenmesiyle tamamen homozigot ve birbirlerine
klon kadar benzeyen bitkiler iiretilir. Sogan tiiriinde elde edilen DH genotiplere ait
bitkilerin letal allelerden arindiklari, kendileme depresyonu gostermedikleri ve
deneysel melezlemelerde konvansiyonel hibritlerden daha yiikek seviyede melez
giicii gosterdikleri rapor edilmistir (Alan ve dig. 2004, Hyde ve dig. 2012). Bu
nedenlerden dolay1 farkli sogan genotiplarinden ¢ok sayida DH bitkinin iretilmesi

soganda genetik ve 1slah ¢alismalart agisindan 6nemli kazanimlar saglayacaktir.
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