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Bu tez cahsmas1 PAU BIYOM tarafindan desteklenmistir. Bu tezin
tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitillmesi, arastirmalarimin yapilmasi ve
bulgularinin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu calismanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularin,
verilerin ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini ve

alint1 yapilan calismalara atfedildigine beyan ederim.
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OZET

CIV (ALLIUM SCHOENOPRASUM L.) GENOTIiPLERINDE iN
VITRO’DA GINOGENIK VE SOMATIK REJENERASYON UYARTIMI
YUKSEK LiSANS TEZi
ADAMOU KORONEY
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

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

DENIZLi, TEMMUZ - 2021

Civ (Allium schoenoprasum L.) iilkemizde dogadan toplanarak tiiketilen
yenilebilir Allium tiirlerinden en 6nemlisidir. Bazi iilkelerde 1slah edilmis farkli ¢iv
tipleri arazi, sera ve ev bahgelerinde yetistirilmektedir. Ulkemizde tarimsal iiriin
olarak degerlendirilme potansiyeli olan bu tiirde 1slah programlarinin hizli bir
sekilde ilerlemesi icin katlanmis haploid (DH) hatlarin {iretilmesine imkan
saglayabilecek yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu tez projesinde bes ¢iv
genotipine ait bitkilerden alinan a¢mamis c¢icek tomurcuklari dort uyartim
ortaminda kiiltiire alinmistir. Toplamda 51 (% 0.67) ginogenik bitkicik tiretilmis ve
bunlardan 40 adeti bitki haline donlismiistiir. Flow sitometri analizine gore
ginogenik bitkilerin 36 adedinin (% 90) diploid, ii¢ adedinin (% 7.5) tetraploid ve
birinin (% 2.5) haploid ve diploid hiicreler igin miksoploid oldugu tespit edilmistir.
Kiiltiirlerden elde edilen 80 somatik bitkinin hepsinin diploid oldugu bulunmustur.
Elde edilen bulgular agmamis ¢igek eksplantlarinin uyartim ortamlarinda kiiltiire
alinmasi ile ginogenik ve somatik bitki rejenerasyonunun miimkiin oldugunu
gostermistir. Tez ¢caligmasinda kullanilan ¢iv genotiplerinin hepsinde ginogenik ve
somatik bitki gelisimi saglanmistir. Cekirdek DNA miktar1 analizi ile elde edilen
ginogenik bitkilerin genellikle diploid olduklar1 tespit edilmistir. Kiiltlirlerden
iretilen ginogenik ve somatik bitkiler dis ortama aktarilarak sera ortaminda
biiyiitiilmiislerdir. Bu ¢alisma ile halen dogadan toplanarak tiiketilen bu tiirde DH
uretimi ile saf hatlarin elde edilebilecegi gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Allium schoenoprasum, g¢iv, flow sitometri,
ginogenesis, katlanmis haploid



ABSTRACT

INDUCTION OF GYNOGENIC AND SOMATIC REGENERATION IN
CHIVES (ALLIUM SCHOENOPRASUM L.) GENOTYPES IN IN VITRO
MSC THESIS
ADAMOU KORONEY
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. ALI RAMAZAN ALAN)

DENIZLIi, JULY 2021

Chive (Allium schoenoprasum L.) is the most important edible Allium
species collected from nature for consumption. In some countries, improved chieve
types are grown in field, green house and home yards. In our country, it is necessary
to develop methods that will allow the production of doubled haploid (DH) lines
for the rapid progress in the breeding programs for this species, which has the
potential to be used as a crop. In this thesis project, unopened flower buds collected
from five donor genotypes were cultured in four induction media. In total, 51 (0.67
%) gynogenic plantlets were produced and 40 of these plantlets were converted to
plants. Flow cytometry analysis of gynogenic plants showed that 36 (90 %) of them
were diploid, three (7.5 %) were tetraploid and one (2.5 %) was a mixoploid for
haploid and diploid cells. All of 80 somatic plants developed from the cultures were
diploids. The findings showed that gynogenic and somatic plant regeneration is
possible by culturing whole unopened flower explants in induction media.
Gynogenic and somatic plant regeneration was achieved in all of the chieve
genotypes used in the thesis study. Nuclear DNA amount analysis showed that
gynogenic plants obtained were generally diploids. It has been shown that pure lines
can be obtained in this species, which is currently collected and consumed from
nature, using DH production.

KEYWORDS: Allium schoenoprasum, chive, flow cytometer gynogenesis,
doubled haploid
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1. GIRIS

Civ (Allium schoenoprasum L.) 800’den fazla tiir barindiran Allium cinsi
icerisinde yer almaktadir (Fritsch ve Friesen 2002). Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika
kitalariin 1liman bolgelerinde dogal olarak yayilim gosteren ¢ok yillik bir tiirtidiir.
Hem yeni, hem de eski diinyada dogal yayilim gosteren ve sogan olusturan diploid (2n
= 2x = 16) tek Allium tiriidiir. Cok yillik otsu bir bitki olan ¢iv dogal yayilim
gosterdigi alanlardan toplanilarak tiiketilmektedir. Islahgilar tarafindan sebze ve siis
bitkisi olarak gelistirilmis ¢esitler ile tarimi1 yapilmaktadir. Taze yapraklar1 Avrupa’da
salata, sos ve yemeklerde kullanilmaktadir (van der Meer 1997). Civ tilkemizde otlu
peynir tiretiminde kullanilan bitki tiirlerinden birisidir (Tuncer ve dig. 2016). Dogadan
toplanarak tiiketimi yapilan ¢iv tlirliniin disinda iilkemizde heniiz ¢iv tarimi

yapilmamaktadir.

Civ dogada kendiliginden sacilan tohumlar ile cogalmaktadir. Ilk y1l, tohumdan
cimlenen fideler bir siire sonra kardeslenerek, birbirine yapisik, ¢cok sayida ince ve
uzun baslar olusturmaktadirlar. Bu bitkiler 6zellikle yabanci ot rekabetinin olmadigi,
yiiksek rakimli ve sulak alanlarda uzun yillar yasayabilmektedirler. Soganlar 2-3 cm
uzunlugunda ve yaklasik olarak 1 cm ¢apinda ince ve konik sekillidirler ve yogun
kokler tiretmektedirler. Dogal yayilim alanlarinda ilkbaharda uyanan bitkiler 30-50 cm
boyunda yapraklar tiretmektedirler. Yapraklar bas sogandakine (A. cepa L.) benzer
tipsii ve yuvarlak sekillidirler. Yaprak kisimlari kisin kurumakta ve baglar dormant
halde bahar aylarina kadar beklemektedir. Civ 1liman iilkelerde dogadan toplandig
gibi, ¢igekleri ve yapraklar i¢in arazi ve seralarda tiretimi yapilmaktadir. Tohumla
uiretilebilecegi gibi, kardeslenmis soganlarin ayrilarak cogaltilmast da miimkiindiir.
Avrupa iilkelerinde birgok geleneksel yemege tat vermesi amaciyla kullaniimaktadir.
Tadinin sogandan daha az aci1 olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Bir¢ok iilkede
peynirin yaninda verilmektedir. Ulkemizde Van otlu peynirinin yapiminda
kullanilmaktadir (Kocak ve dig. 2020). Ayrica giizel ¢iceklere sahip oldugu i¢in park
ve bahgelerde siis bitkisi olarak da kullanilmaktadir. Tibbi ve aromatik 6zelliklerinin

yan1 sira bocek kovucu 6zelligi de bulunmaktadir.



Civ tirinde genotiplerin klonal olarak c¢ogaltimi amaciyla birkag yillik
bitkilerin koklii siirgiinleri kullanilmaktadir. Bu uygulamanin en 6nemli sorunu
hastalik ve zararli etmenleri ile bulasik bitkilerden kaliteli ¢ogaltma materyalinin
iiretilememesi riskinin olmasidir. Dogal olarak yabanci tozlanma egilimi gosteren bu
tiirde, genetik olarak saf hatlar mevcut degildir ve ticari 6nemi olan genotip sayisi
oldukca azdir. Civin aseptik olarak doku kiiltiirii ortamlarinda ¢ogaltimu ile ilgili
yayinlar sinirli sayidadir. Bazi Allium tiirlerinde uygulanabilen ginogenesis temelli
haploid bitki tiretimi yonteminin ¢iv tiiriinde de uygulanabilirligi detayli olarak test

edilmemistir.

11 Civ tiiriinde doku Kkiiltiirii arastirmalari

Modern biyoteknolojik yontemlerin bu tiirlin 1slahinda ve hastaliklardan
arindirilarak ¢ogaltiminda kullanilmas1 konusunda arastirmalara ihtiyag vardir.
Onemli ticari tiirler olan sogan (A. cepa), pirasa (A. ampeloprasum) ve sarimsak (A.
sativum) ile ilgili ¢ok sayida doku kiiltiiri ¢aligmalar1 yaymlanmis olmasina ragmen
civ ile ilgili ¢cok az sayida arastirma makalesi mevcuttur. Civ ile ilgili olarak bugiine
kadar yaymlanmis caligmalar genellikle bitkisel materyalin klonal c¢ogaltimina

yoneliktir.

Zdravkovic-Korac ve dig. (2010) tarafindan yayinlanan bir caligmada
arastirmacilar in vitro ortamda ¢imlendirdikleri fidelerin, kok bolgelerinden aldiklar
pargalar bitki bitylime diizenleyicileri igeren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve BDS
(Dunstan ve Short, 1977) temelli besi ortamlart igerisine koyarak once kallus elde
etmislerdir. Sonra kalluslarin biiylime diizenleyiciler icermeyen ya da sadece kinetin
iceren ortamlara alinarak ¢ogalmasi ve somatik embriyolara donligmesi saglanmaigtir.

Daha sonra embriyolar Y2 MS ortamina alinarak fide haline dontistiiriilmiislerdir.

Sitokinin grubundan sekiz bitki biiyiime diizenleyicisinin ¢iv bitkisinin bazal
boliimiinden yapilan rejenerasyona olan etkisi Tubic ve dig. (2016) tarafindan
arastiritlmistir. Yapilmis olan bu g¢alismada en basarili rejenerasyonun 10 pM
tidiazuron (TDZ) igeren, MS temelli besi ortamlarinda kiiltiire alinan 5 mm ¢apindaki
bazal kismimin gerceklestigi goriilmistiir. Arastirmacilar bitkilerde rejenerasyon

kapasitesinin peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz aktivitesi ile pozitif
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korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. 10 uM TDZ tiim antioksidan enzimlerinin

aktivitesini hizl bir sekilde degistirmistir.

PAU BIYOM’da hem klonal gogaltim, hem de genetik saflagtirma amaciyla
aragtirmalar yapilmaktadir. Diploid (2n= 2x= 16) olan bu tiir dogada bir¢ok iilkede
yabani olarak kendiliginden biiyiimektedir. Avrupa ve Asya iilkelerinde insanlar
tarafindan gida ve siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. Civ tiiriiniin son yillarda tiikketimi

Tiirkiye’de yayginlasmaya baslamistir ve bu tiirle ilgili olarak yapilmis olan ¢ok az

bilimsel ¢alismaya rastlanmaktadir.

Sekil 1.1. Civ bitkisi. A. Saksida biyiitiilmiis ii¢ yillik bir ¢iv bitkisi. B. Kokleri
yikanarak temizlenmis bitki. C. Antesis asamasinda ¢icekler bulunduran bir ¢iv
umbeli. D. Olgunlagmis tohumlar bulunduran kurumus umbeller. E. Civ tohumlari.

1.2 Tezin Konusu ve Literatiir Bilgisi
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Islah1 zaman alic1 ve zor olan ¢iv tiirlinde yeni ¢esitlerin gelistirilmesi oldukca
uzun zaman almaktadir. Klasik 1slah yontemleri kullanilarak saf ¢iv hatlarinin elde
edilmesi ¢ok uzun zaman alabilir. Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve Tarimsal
Biyoteknoloji Uygulama ve Arastrma Merkezi (PAU BIYOM)’'nde ekonomik
potansiyeli olan ¢iv materyallerinden olusan bir gen havuzu olusturulmustur. Bu
materyallerden saf hatlarin iiretilmesi i¢in klasik saflastirma (kendileme ve seleksiyon
1slah1 kombinasyonu) c¢alismalar1 stirdiiriilmektedir. Bu uygulama ile bir¢ok c¢iv
materyalinde ikinci nesil kendileme seviyesine ulasilmistir. Klasik yontemle standart

acik tozlanan hatlarin iiretilmesi isleminin daha birkag nesil slirmesi gerekmektedir.

Tarim1 yapilan ¢iv tipleri dogada kendiliginden g¢ogalanlardan ¢ok az farkliliklar
gostermektedirler. Civ, diger tarimsal iiriinlerde oldugu kadar yogun bir 1slah
uygulamasina maruz kalmamasi nedeniyle Yiiksek oranda heterozigotluk
gostermektedir. Sogan ve pirasa gibi tohumla ¢ogaltilan tiirlerde klasik kendileme
islemi ile saf hatlarin olusturulmasi sirasinda kendileme depresyonu adi verilen
problem ortaya ¢ikmaktadir (Silvertand, 1996). Kendileme depresyonu bitki biiyiime
giiciinde azalma, kii¢iikk bitki olusumu, tohum sayisinda azalma, gesitli klorofil
bozukluklari (albinizm) gibi sekillerde ortaya ¢ikmaktadir. Alan ve ark. (2004, 2007)
tarafindan yapilan ¢alismalarda DH sogan hatlarin donér bitkiler kadar gii¢lii biiytiytip
tohum {irettikleri goriilmiistiir. DH hatlar ve DH polen dondrleri ile iiretilen F1 sogan
hibritleri onemli agronomik &zellikler agisindan oldukga yiiksek uniformite
gostermislerdir (Hyde ve ark., 2012). Civ tiirtinde DH bitkilerin tiretilmesi miimkiin
hale geldiginde, bu bitkilerin yeni ¢iv ¢esitlerinin gelistirilmesi ¢alismalarinda

kullanilabilme potansiyeli oldukga ytiksektir.

Alliumlarda haploidizasyon uygulamalar1 ile saf hatlarin iretilebilecegi
yoniinde yaymlar mevcuttur (Muren, 1989; Campion ve Alloni, 1990; Alan ve dig.,
2003; Alan ve dig., 2004). Sogan ve pirasa gibi Allium tiirlerinde uygulanabilen
ginogenesis temelli haploidizasyon uygulamasinin ¢iv 1slahinda kullanim ile ilgili
herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Haploidizasyon tekniklerinin uygulanmasi ile
tamamen saf ¢iv hatlarinin iki yillik bir siire i¢erisinde elde edilmesi miimkiin olabilir.
Bu nedenle de ¢iv genotiplerinin ginogenesis uyartimma cevap verme

potansiyellerinin tespit edilmesi gerekmektedir.



Sogangillerde haploid ve dihaploid bitkilerin elde edilmesi, olgunlagmamis
cicek tomurcuklarinin tiim olarak ya da oviil ve ovaryumlarinin ginogenesis uyartim
ortaminda kiiltiire alinmasiyla miimkiin olmaktadir (Muren, 1989; Keller, 1990;
Bohanec ve Jakse, 1999; Schum ve dig., 1993; Alan ve dig., 2016). Diploid olan ¢iv
bitkilerinde ilk asamada haploid bitkilerin retilmesi, daha sonraki asamada ise
kromozom katlamas: uygulamasi ile bunlardan katlanmis haploid (DH) bitkilerin
tiretilmesiyle genetik olarak tamamen saf bitkiler tiretilebilir. DH tekniklerinin ¢iv
1slah1 caligmalarina entegre edilebilmesi durumunda genetik olarak uniform civ
hatlarinin ¢ok kisa siirede iiretilebilmesi miimkiin olacaktir. DH teknigiyle tamamen

saf ¢iv genotiplerinin tiretimi iki y1l gibi kisa bir siirede saglanabilecektir.

DH teknigi ile tiretilecek ¢iv hatlari tiim karakterler icin saflagtirilir. Yapilacak
olan bu calisma ile elde edilecek olan DH bitkilerde kendileme depresyonu gibi
istenmeyen durumlarin ortaya ¢ikip ¢ikmayacagi gézlenebilecektir. DH hatlarin 1slah
calismalarinda  kullanilabilmesi ic¢in, uygulanacak protokollerin  genotipten
etkilenmemesi, ¢ok sayida haploid ve DH bitki eldesine olanak saglamasi, bitkilerin

ve yeniden bol miktarda tohum tiretebilmelerinin miimkiin olmas1 gerekmektedir.

Acik tozlanan ve dogada tohum ile yayilis gosteren ¢iv genotipleri tek tip
olmayan bitkiler iiretmeleri nedeniyle tercih edilmezler. Aseptik kosullarda klonal
olarak cogaltilabilmesi durumunda daha uniform ¢iv bitkileri elde edilebilir. Civ
tiirtinde in vitro klonal ¢ogaltim konusunda sinirli sayida yaym mevcuttur. Tubic ve
dig. (2016) civ bitkisinde sitokininlerin bitki gelisimi {izerine etkilerini incelemislerdir.
Diger bir ¢aligmada ¢iv kok eksplantlarindan somatik embryo gelisimi saglanmasi igin
farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkileri arastirilmistir (Zdravkovic-Korac ve
dig., 2010). Cicek tomurcuklarinin eksplant olarak kullanildigi bir somatik
rejenerasyon calismast mevcut degildir. Bu tiir i¢in in vitro temelli tekniklerin
gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu calismada ¢iv tilirlinde ginogenesis ve somatik

siirglin uyartiminin saglanmasi i¢in protokoller gelistirilmesi amaglanmaktadir.

1.3 Tezin amaci

Yapilmis olan bu tez ¢alismasi kapsaminda ¢iv tiiriinde hizlandirilmig 1slah

programlarinda  kullanilabilecek  homozigot hatlarin  ginogenesis  temelli
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haploidizasyon yontemi ile iretilebilme potansiyelinin tespiti amaglanmigtir. Bu
amagla farkli ¢iv genotiplerinden alinan agmamis ¢igek tomurcugu eksplantlarinin
farkli uyartim ortamlarinda kiiltiire alinmas1 ve bu ortamlarda ginogenik ve somatik
rejenerasyon gozlemlenmistir. Tomurcuk igerisindeki yumurta hiicrelerinden gelisen
(ginogenik) veya tomurcugun bazal kismindan gelisen (somatik) bitkiler sitolojik ve
morfolojik olarak karakterize edilmeleri i¢in dig ortama aligtirllmiglardir. Yapilmis
olan bu ¢alisma ile Tiirkiye’de ilk defa ginogenik ¢iv bitkilerinin iiretilme firsati elde
edilmistir. Elde edilmesi zor olan ginogenik bitkiler genetik olarak tamamen saftirlar

bu nedenle genetik ve 1slah ¢aligmalari i¢in biiyilk 6neme sahiptirler.



2. YONTEM

2.1 2.1 Bitki Materyali

Tez calismasinda kullanilan dort seleksiyon hatti ve bir ticari ¢esitten olusan
donér genotipler Pamukkale Universitesi, Bitki Genetigi ve Tarmmsal Biyoteknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi (PAU BIYOM) Allium gelistirme programi
kapsaminda olusturulan ¢iv genetik havuzundan alimmistir (Tablo 2.1). Dondr
genotiplere ait bitkilere ait tohumlar dort yil 6nce (Eyliil 2017) 1sitmasiz cam serada
torf ve perlit (2:1)’ten olusan karisim ile doldurulmus olan 104’likk viyollere
ekilmiglerdir. Birkag yaprakli asamaya gelen ¢iv fideleri Nisan 2018’de ayn1 karisimi
iceren 4 L’lik saksilara transfer edilmislerdir. Haziran 2018°de ¢iv bitkileri sera disina
alinmig ve burada biiyiitilmeye devam edilmistir. Subat 2019°da bitkiler torf ve perlit
ile doldurulmus 4 L’lik saksilara transfer edilerek biiyiitiilmiislerdir. Haziran 2019°da
7 L’lik saksilara transfer edilen bitkiler sera disina alinmis ve burada biiyiimelerine
devam etmeleri saglanmistir. Civ fideleri ve bitkileri aktif bliylime dénemi buyunca
1.5 kg/1000 L olarak ayarlanmig 15: 15: 15 (N:P:K) igeren giibreli su ile haftalik olarak
sulanmiglardir. Gerektigi durumlarda bitkilerin hastalik ve zararlilardan korunmasi
amaci ile insektisit (Decis 2.5 EC) ve fungusit (Captan 50 WP ve Ridomil Gold MZ
68 WG) uygulamalar1 da gerceklestirilmistir.

Tablo 2.1. Donér ¢iv genotiplerinin kokeni ve genel 6zellikleri.

Kullanilan ci¢cek
Donor genotip Kokeni Erkenci/Ge¢ci  tomurcugu sayisi
Aschl Seleksiyon hatti Gegci 1170
Asch?2 Seleksiyon hatt1 Erkenci 3720
Asch3 Seleksiyon hatti Gegci 480
Asch4 Seleksiyon hatt1 Erkenci 1290
Twiggy Ticari ¢esit Erkenci 960




2.2  Donér Civ Bitkilerine Ait Cicek Tomurcuklarimin Kiiltiire

Hazirlanmasi

Donér genotipler Mart 2020 basinda ¢igek sap1 olusturmaya baglamislardir
(Sekil 2.1A). Umbeli saran zarin agilmaya baglamasi asamasina gelindiginde umbeller
15-20 cm’lik ¢icek sapi ile kesilerek igine saf doldurulmus olan kavanozlara konarak
laboratuvara getirilmislerdir (Sekil 2.1B). Bu umbellerde bulunan antesis
asamasindaki ¢igekler elle koparilarak wuzaklastirilmislardir. Ag¢mamis c¢icek
tomurcuklar1 bir makas yardimiyla kesilip ¢ay siizeklerine yerlestirilmislerdir (Sekil
2.1C, D). Siizekte bulunan tomurcuklar yiizey sterilizasyonu amaci ile % 70’lik etanol
bulunan kavanozda 30 saniye kadar tutulmuslardir (Sekil 2E). Bu tomurcuklar daha
sonra iginde sterilizasyon soliisyonu (%15 klorak + %0.1 Tween-20) bulunan bir
kavanozda yaklasik olarak 30 dakika tutulduktan sonra steril kabin igerisinde steril su

ile li¢ defa yikanip durulanmislardir. Steril hale getirilen tomurcuklar steril kurutma

kagitlart lizerine serilerek 15-20 dakika kadar kurumalar1 saglanmistir.

Sekil 2.1: Calismada kullanilan donor Civ genotiplerin ve agmamis ¢igek tomurcugu
eksplantlarinin kiiltiir islemi i¢in hazirlanmasi.



A. Saksida biiyiitiilmiis ve ciceklenme asamasinda olan dondr genotiplere ait ¢iv
bitkileri. B. Doku kiiltiiri uygulamalar1 i¢in uygun asamada ¢i¢ek tomurcuklarinin
bulundugu bir umbel. C. Civ umbelinde kesilen agmamis ¢i¢cek tomurcuklari. D.
Ag¢mamis cicek tomurcuklarin cay siizegine konulmasi. E. Civ tomurcuklarinda
yiizey sterilizasyonu uygulamast.

2.3 Besi Ortamlar1 ve Kiiltiirlerden Elde Edilecek Olan Bitkilerin

Karakterizasyonu

Calismada BDS (Dunstan ve Short, 1977), MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve
B5 (Gamborg ve dig., 1968) temelli besi ortamlar1 kullanilmistir (Tablo 2). Bu besi
ortamlar1 farkli kombinasyonlarda oksin (2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve a-
Naftalen asetik asit (NAA)) ve sitokinin (6-Benzilaminopurin (BAP) ve izopentenil
adenin (2ip)) bitki biliylime diizenleyicileri (BBD) igerecek sekilde hazirlanmistir.
Otoklav ile sterilize edilen besi ortamlar yaklagik olarak 65° C’ye kadar sogutulduktan
sonra steril kabin i¢inde acilan 90 x 15 mm’lik petri tabaklarina yaklasik olarak 20 ml
olacak sekilde dokiilmiislerdir.

Calismada ginogenesis ve somatik siirgiin rejenerasyonu islemleri i¢in uygun
olan agmamis ¢icek tomurcuklart kullanilmistir. Dijital kumpas ile yapilan 6l¢iimlerde
tomurcuklarin en kii¢ligli ~2 mm ¢apinda ve ~3.5 mm uzunlugunda en biiyiiklerinin
de ~2.5 mm ¢apinda ve ~6 mm uzunlugunda 6l¢iilmiistiir. Kiiltiirler Petri tabaklarina

30’ar ¢icek tomurcugu konarak olusturulmustur.

Tiim kiiltlir tabaklar1 sterilizasyonun korunmasi amaciyla iki sira parafilm ile
kapatilmigtir. Tomurcuk kiiltiirleri 25° C ve 18 saat 151k/6 saat karanlik i¢in ayarlanmig
kiiltiir bliylitme odasina yerlestirilmistir. Kiiltiirler haftalik olarak gézlemlenmis ve
tomurcuk eksplantlarindaki gelismeler kayit altina alinmistir. Ginogenik ve vegetatif
gelisim gosterdigi tespit edilen tomurcuklar 20 ml biiyiime ortam1 (EM) (Jakse ve dig.,
2003) iceren Petri kaplarina transfer edilmistir. Ginogenik ve somatik kokenli
bitkicikler 15 ml EM iceren 50 ml’lik cam tiiplere transfer edilip gelismeye tesvik
edilmistir. Somatik rejenerasyon gosteren tomurcuk eksplantlarindan tek somatik

stirgiin alinmustir.



Tablo 2.2: Civ ginogenesis ve somatik rejenerasyon uyartimi ve bitki biiyiime

ortamlari.
Ortam

Icerik BDS MMS1 MMS2 MB5 EM

(mg/l) (mg/l) (mg/) (mg/)  (mg/l)
Makro Elementler
CaCl;x 2H,0 150.00 440.00 440.00 150.00  75.00
KNO3 2530.00  1900.00  1900.00 2500.00 1265.00
NH4(NO3) 320.00 1650.00  1650.00 134.00  160.00
MgSO4x 7H20 247.00 370.00 370.00 250.00 123.50
KH,PO, - 170.00 170.00 - -
(NH;)2S04 134.00 - - 134.00 670.00
NaH.PO,; x H.O 169.00 - - 150.00  845.00
NH4H2PO4 230.00 - - - 115.00
Mikro Elementler
CoCl x 6H,0 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02
CuSO; x 5H.0 0.039 0.025 0.025 0.025 0.02
H3BO3 3.00 6.20 6.20 3.00 1.50
Kl 0.75 0.83 0.83 0.75 0.38
MnSQO4 x H20 13.20 16.90 16.90 10.00 6.60
Na:MoQO4 x 2H20 0.25 0.25 0.25 0.25 0.13
ZnS04 X TH20 2.00 8.60 8.60 2.00 1.00
Demir Kaynag
FeNaEDTA 37.25 37.25 37.25 37.25 37.25
Vitaminler
Miyo inositol 500.00 500.00 500.00 500.00 500.00
Nikotinik asit 1.00 0.50 0.50 1.00 1.00
Piridoksin HCL 1.00 0.50 0.50 1.00 1.00
Tiamin HCL 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Amino asitler
Glisin - 2.00 2.00 - -
L-prolin 200.00 - - - 200.00
Bitki biiyiime diizenleyicileri
2,4-Diklorofenoksiasetik asit 2.00 2.00 - 2.00 -
(274_D)
o-Naftalen asetik asit (NAA) - - 0.50 - -
6-Benzilaminopurin (BAP) 2.00 2.00 - 2.00 -
Izopentenil adenin (2ip) - - 4.00 - -
Karbonhidrat kaynad
Sukroz 100,000 100,000 100,000 100,00 30,000
Katilastirici ajan
Agar (mikrobiyolojik kullanim 7,400 7,800 7,800 7,400 7,400
igin)
pH 6.00 5.8 5.8 55 6.0
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2.4 Donoér ve Doku Kiiltiirii Kaynakh Civ Bitkilerinde Ploidi Seviyesi
Tespiti

In vitro agamamis tomurcuk kiiltiirlerinden elde edilen ¢iv bitkilerinde hiicre
cekirdegi DNA miktar1 ve ploidi tespiti Alan ve dig. (2016) tarafindan yayinlanan
protokole gore yapilmustir. igsel kontrol olarak arpa (Hordeum vulgare) fidelerinden
alian yaprak dokulari1 kullanilmistir. Arpa ¢ekirdek DNA miktar1 10,1 pg/2C olarak
rapor edilmistir (Arumuganathan ve Earle, 1991). Analiz amac1 ile ¢iv ve arpa
bitkilerinden 50 mg kadar yaprak 6rnekleri alinip buz kutusuna yerlestirilmis olan 60
x 15 mm’lik Petri tabaklarina konmustur. Yaprak ornekleri 1.5 ml soguk ¢ekirdek
DNA izolasyon soliisyonu (NIB) eklendikten sonra yeni jilet ile ince seritler halinde
dogranmistir. Ornekler yaprak pargalarmin uzaklastirilmast amaci ile 45 um’lik
naylon filtreden gegcirilerek 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplerinde toplanmistir. Tiiplerdeki
¢ekirdek DNA ornekleri 1 mg/ml olarak hazirlanmis propidum iodide stokundan 5 pl
alinarak boyanmuslardir. Ornekler 30 saniye kadar vortekslenmis ve sonra okuma
tiiplerine transfer edildikten sonra Beckman Coulter Cell Lab Quanta SC marka flow
cytometri cihazinda analiz edilmislerdir. Orneklerin ¢cekirdek DNA miktarlar1 Alan ve

dig. (2016) tarafindan onerilen formiile gore tespit edilmistir.

2.5  Uretilen Bitkilerin Dis Ortama Alistirilarak Biiyiitiilmeleri

Kiiltiirlerden elde edilen ginogenik ve somatik kokenli bitkilerin dis ortama
alistirilmasi isleminde kullanilmasi amaciyla 2:1 oraninda torf ve perlitle olusturulan
karisim otoklavlanarak steril hale getirilmistir. Bitkiler tiiplerden ¢ikarildiktan sonra
¢cesme suyu ile iyice yikanarak besi ortamindan arindirilmis ve steril karisim ile
doldurulan plastik saksilara sasirtilmislardir. Bu saksilar steril su ile sulandiktan sonra
naylon posetler ile ortiilmiislerdir. Bitki aktarilan saksilar 17 °C ve 18 saat 1518a
ayarlanmig biiylitme kabinine yerlestirilmistir. Aktarimdan bir hafta sonra naylon
posette kiiciik delikler acilarak bitkilerin dis ortama alismalar1 hizlandirilmistir. ki
hafta sonrada posetler tamamen kaldirilmistir. Bitkiler bu ortamda yaklasik iki ay daha
tutulmuglardir. Daha sonra iyi gelisim gosteren bitkiler 1sitmasiz cam seraya
aktarilmiglardir. Serada biyiitiilen bitkiler haftalik olarak gézlemlenerek morfolojik

ozellikleri kayit altina alinmistir.
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2.6  Donér Genotiplerine Ait Ciceklerde Yapilan Gozlemler

Antesis asamasinda bulunan ¢iv ¢i¢eklerinde anterlerin morfolojisi, anterlerde
polen liretilip tiretilmedigi ve liretilen polenlerde canlilik oranlari test edilmistir. Polen
canliliginin tespiti amaci ile rastgele se¢ilmis olan bes ¢icekten alinan anterler bir cam
slayt iizerine konmus birka¢ damla %1°lik asetokarmin soliisyonu i¢inde ezilmistir.
Daha sonrada polen canlilik yiizdeleri bir 151k mikroskopu yardimi ile sayilmigtir. Bu
testlerde tlim dondrlerin polenlerinde >% 90 canlilik tespit edilmistir. Bu bitkilerin

tizerinde birakilan umbellerden ¢ok sayida kendilenmis tohum iiretilmistir.

2.7 Doku Kiiltiirii Ortamlarinda Uretilmis Olan Bitkilerde Yapilan

Gozlemler

D1s ortama aklimatize edilen ginogenik ve somatik kokenli bitkiler toprak iistii

vegetatif organlari i¢in gozlemlenmislerdir.

2.8 istatistiksel Analiz

Bu tez calismasindan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri ANOVA ile
yapilmustir. Bitki rejenerasyonu oranlar1 (ginogenik ve somatik) kiiltiirdeki ¢igek
tomurcugu sayisina gore hesap edilmistir. Ayni medya kompozisyonuna sahip ve ayni
genotipten elde edilmis eksplantlarla olusturulmus petriler bir replikasyon iinitesi
olarak kabul edilmistir. Calismada elde edilcek olan ortalamalar arasindaki farkliliklar

Duncan testine (p=0.05) gore test edilmistir.

12



3. BULGULAR

3.1 Donor Civ Genotiplerine Ait Acmamis Cicek Tomurcuklarinin

Uyartim Ortamlarinda Gosterdikleri Cevaplar

Cigek tomurcugu kiiltiirii uygulamasinin baslamasindan birkag¢ giin sonra
uyartim ortamina yerlestirilen ¢iceklerin yumurtalik kisimlari irilesmeye baslamis
ve iki haftalik siire igerisinde son halini almistir. Tomurcuklarda gézlemlenen ilk
gelisim tomurcuk tabanindan kallus gelisimidir. Somatik dokulardan gelisen
kalluslar altinci haftadan itibaren belirgin hale gelmislerdir. flk ginogenik cevaplar
kiiltiir baglangicindan yaklasik {i¢ ay sonra goriilmeye baglamistir. Somatik kdkenli
kallus yapilan lizerinde farklilasarak olusan somatik meristemlerin gelismesi ile
kokii  bulunmayan siirglinler olusmustur. Ginogenik bitkicikler c¢icek
tomurcuklarinin i¢inden, yumurtaliklarin bulundugu boélmelerden ¢ikmislardir.
Ginogenik bitkicikler yeni ¢imlenmekte olan fideler gibi kok ve yapraktan
olugmuslardir. Doku kiiltiirli ortamlarinda ginogenik veya somatik siirgiin cevabi
gosteren tomurcuklarin EM ortami igeren petri tabaklarina alinmasindan sonra
rejenerantlarin gelisimi hizlanmistir. Calismada yer alan ¢iv genotiplerinin dort
uyartim ortamlarinda gosterdikleri cevaplarda farkliliklar gozlemlenmistir. Tim ¢iv
genotiplerinde ginogenesis ve somatik silirgiin uyartimi saglanmistir. Bununla
beraber dort 1slah hattindan yesil yaprakli ve koklii ginogenik bitkiler elde edilirken
Twiggy cesidine ait ¢igek tomurcuklart ile kurulan kiiltiirlerinden elde edilen tek
ginogenik bitkicik gelisimine devam edemedigi i¢in kaybedilmistir. Somatik
siirglin rejenerasyonu gosteren tomurcuklar EM ortami igeren petri tabaklarina
alindiktan sonra daha hizli gelismeye baslamislardir. Bu tez ¢alismasinda yer

verilen bes ¢iv genotipindende koklii somatik bitkiler elde edilmistir.
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3.2 A¢mamis Cicek Tomurcugu Kiiltiirlerinden Gozlemlenen

Ginogenesis Cevabi

Kiiltire alinan Aschl ¢igek tomurcuklarindan alt1 adedinde (%0.47)
ginogenesis cevabr gozlenmistir. Bu tomurcuklardan yedi bitkicik (%0.58) izole
edilmistir. Bunlardan toplam alt1 adet ginogenik bitki gelismistir. Asch1 tomurcuklari
en yiiksek ginogenesis cevab1 %1.11 ile MMS1 ortaminda gostermistir. Bunu %0.83
ile MMS2 ve 9%0.37 ile BDS ortamlarma ekilen tomurcuklar izlemistir. MBS
ortaminda  kiiltiire  alinan  Aschl  tomurcuklarinda  ginogensis  cevabi

gozlemlenmemistir.

Asch2 ¢igek tomurcuk kiiltiirlerinde 12 adet (%0.33) ginogenesis cevabi
gosteren tomurcuk belirlenmistir. Bu kiiltiirlerden 13 adet (%0.35) ginogenik bitkicik
izole edilmistir. Ginogenik bitkiciklerin tiimii geliserek bitki haline doniligsmiistiir. Bu
genotipe ait tomurcuklarla tez ¢alismasinda kullanilan dort uyartim ortamindan da
ginogenesis cevabr alinmistir. Asch2 ¢igek tomurcuklarin elde edilen en yiiksek
ginogenik bitkicik oranlart MMS1 (%0.61) ve MBS5 (%0.44) kiiltiirlerinde
gozlemlenmistir. MMS2 (%0.28) ve BDS (%0.09) ortamlarinda kiiltiire alinan
genotipe-2 ¢igek tomurcuklarinda elde edilen ginogenesis cevabi daha diisiik olarak

gerceklesmistir.

Asch3 tomurcuklari ¢alismada kullanilan dort uyartim ortaminin igiine
ginogenesis cevabi gostermislerdir. Bu tez calismasinda elde edilen en yiiksek
ginogenesis cevabi Asch3 tomurcuklarindan elde edilmistir. Kiiltiire alinan toplam 480
tomurcuktan 12 adeti (%2.50) ginogenik cevap gostermistir. Bu tomurcuklardan 14
adet (%2.92) bitkicik izole edilmistir. Bitkiciklerden dokuz adeti (%1.88) gelismeye
devam etmistir. Elde edilen en yiiksek ginogenik bitkicik orani (%8.33) MB5
ortaminda ger¢eklesmistir. MMS1 ortamina ekilen Asch3 tomurcuklar1 ginogenesis
uyartimina cevap yoniinden %2.50 ile ikinci sirada yer almiglardir. Ayn1 genotipe ait
tomurcuklarin BDS ortaminda kiiltiire alinmasi ile %0.83 oraninda ginogenik bitkicik
eldesi saglanmistir. MMS2 ortamina ekilen Asch3 tomurcuklarinda ginogenesis

cevabi gozlemlenmemistir.

Asch4 tomurcuklart dort uyartim kiltiirinde de ginogenesis cevabi

gostermislerdir. Gostermis olduklari cevap orani agisindan Asch3 tomurcuklarini takip
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etmiglerdir. Kiiltiire konulan toplam 1290 tomurcuktan 15 adedinde (%1.30) 16 adet
(%1.34) bitkicik bulundurdugu tespit edilmistir. Bitkiciklerden 12 adeti (%0.90)
gelismeye devam ederek ginogenik bitkicik haline donlismiistiir. Bu genotiple kurulan
kiiltiirler arasinda en yiiksek ginogenesis oram1 %2.38 ile MMSI ortaminda
gozlemlenmistir. BDS ve MMS2 kiiltiirlerinde %1.00 civarinda cevap gozlemlenirken,
MBS ortamina konulan tomurcuklardan %0.83 oraninda cevap elde edilmigtir. MBS

ortaminda elde edilen iki ginogenik bitkicik gelisim gostermemistir.

Bu tez calismasinda yer verilen genotipler arasinda en diisiik ginogenesis
cevabi Twiggy ¢esidine ait tomurcuk kiiltiirlerinde gézlemlenmistir. Bu genotipe ait
toplam 960 tomurcugun kiiltiire konmasindan sadece bir adet (%0.04) ginogenik
bitkicik elde edilmistir. BDS ortaminda uyartilan tek ginogenik bitkicik gelisime

devam edememis ve kaybedilmistir.

3.3 A¢mamis cicek tomurcugu Kiiltiirlerinden ele edilen somatik
bitkiler

Kiiltiire konulan Asch1 tomurcuklarindan {i¢ adet (% 0.32) somatik siirgiin elde
edilmistir. Elde edilen bitkiler sadece MMS2 ortamina ekilen tomurcuklardan

tretilmistir.

Asch2 c¢icek tomurcuk kiiltiirlerinden 58 adet (%1.91) somatik siirgiin elde
edilmistir. MMS2 ortamina konan Asch2 tomurcuklarindan %6.67°sinde somatik
stirgiin gelisimi gergeklesmistir. Asch2 tomurcuklari iki ortamda da (MMS1 ve BDS)
diisiik oranlarda (9%0.61 ve %0.36) somatik siirgiin olusturmuslardir. MB5 ortaminda

ise somatik siirgilin gelisimi saglanamamastir.

Dort ortama konan toplam 480 Asch3 ¢igek tomurcugundan sadece bir adet
(%0.42) somatik siirgiin gelismistir. Elde edilen tek somatik bitki BDS ortaminda

tretilmistir.

Toplam 1290 Asch4 ¢igcek tomurcugundan 16 adet (%1.47) somatik siirgiin
gelismistir. MMS2 bu genotipe ait tomurcuklarin %2.96 ile en yiiksek oranda siirgiin
olusturdugu ortam olmustur. MMS1 ortami1 MMS2 ortamina yakin oranda somatik
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rejenerasyon uyartimi saglamistir. BDS ortaminda %0.53 oraninda somatik siirgiin

gelisimi elde edilirken MBS ortaminda somatik siirgiin iiretimi miimkiin olmamastir.

Twiggy cesidine ait ¢igek tomurcuklarindan ¢ok diisiik oranda (%0.25) somatik
siirglin gelisimi gdzlenmistir. MMS2 ve BDS ortamlarina ekilmis olan Twiggy

tomurcuklarindan birer adet somatik siirgiin elde edilirken diger iki ortamda somatik

rejenerasyon gozlemlenmemistir.

Sekil 3.1. Tiim agmamus ¢igek kiiltiirii ile in vitro ginogenesis uyartimi ve ginogenik
¢iv bitkisi liretimi. A. Uyartim ortamina ekilmis olan ¢iv ¢igek tomurcuk eksplantlari.
B. Uyartim kiiltiirlinde tomurcuktan disart ¢ikan ginogenik bitkicik. C. Gelisimine
tiipte devam eden ginogenik ¢iv bitkisi.
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Sekil 4.2. In vitro’da iiretilmis olan ¢iv bitkilerinin dis ortama aklimatizasyonu. A.
Kiiltiir tiiptinden ¢ikarildiktan sonra kokleri musluk suyu ile yikanmis ginogenik bitki.
B. Civ bitkisinin steril torf ve perlit karisimi1 bulunduran plastik saksiya aktarimi ve
steril su ile sulanmasi. C. Saksiya aktarilmis ¢iv fidelerinin plastik sandevi¢ posetleri
ile Ortiilmesi. D. Saksilara aktarildiktan sonra kontrollii iklimlendirme kabininde dis
ortama alistirilmis ¢iv bitkileri E. Isitmasiz cam serada biiyiitiilen ginogenik ve
somatik ¢iv bitkileri.
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Tablo 3.1. Civ dondr genotiplerinde ginogenesis uyartimi

Donér Tomurcuk Cevap veren Ginogenik  Ginogenik
genotip Medyum no. tomurcuk (%) bitkicik (%) bitki (%)
Aschl BDS 270 1(0.37) a 1(0.37) a Oa
MMS1 360 4(1.11)a 4(1.11)a 4(1.11)a
MMS2 240 1(0.42) a 2(0.83)a 2(0.83)a
MB5 300 Oa Oa Oa
Toplam 1170 6 (0.47) 7 (0.58) 6 (0.47)
Asch2 BDS 1110 1(0.09) a 1(0.09) a 1(0.09) a
MMS1 990 5(0.51)a 6 (0.61) a 6 (0.61) a
MMS2 720 2(0.28) a 2(0.28) a 2(0.28) a
MB5 900 4(0.44) a 4(0.44) a 4(0.44) a
Toplam 3720 12 (0.33) 13 (0.35) 13 (0.35)
Asch3 BDS 120 1(0.83)a 1(0.83)a 1(0.83)a
MMS1 120 3(25)a 3(2.50) a 2(1,67)a
MMS2 120 Oa Oa Oa
MB5 120 8 (6.67) a 10 (8.33)a 6(5.00) a
Toplam 480 12 (2.50) 14 (2.92) 9(1.88)
Asch4 BDS 570 5(0.88) a 6 (1.05) a 6 (1.05) a
MMS1 210 5(2.38) a 5(2.38) a 3(1.43)a
MMS2 270 3(111)a 3(111)a 3(111)a
MB5 240 2(0.83)a 2(0.83)a Oa
Toplam 1290 15 (1.30) 16 (1.34) 12 (0.90)
Twiggy BDS 660 1(0.15)a 1(0.15)a O0a
MMS1 90 Oa Oa Oa
MMS2 120 Oa Oa Oa
MB5 90 Oa Oa Oa
Toplam 960 1(0.04) 1 (0.04) 0
Genel toplam 7620 46 (0.60) 51 (0.67) 40 (0.53)
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Tablo 3.2. Civ donér genotiplerine ait tomurcuk eksplantlarindan elde edilen

somatik bitkiler

Dondr Tomurcuk  Somatik bitki
genotip Medyum no. (%)
Aschl BDS 270 Oa
MMS1 360 Oa
MMS2 240 3(1.25)a
MB5 300 Oa
Toplam 1170 3(0.32) a
Asch?2 BDS 1110 4 (0.36) a
MMS1 990 6 (0.61) a
MMS2 720 48 (6.67) a
MB5 900 Oa
Toplam 3720 58 (1.91)
Asch3 BDS 120 1(1.67)a
MMS1 120 Oa
MMS2 120 Oa
MB5 120 Oa
Toplam 480 1(0.42)
Asch 4 BDS 570 3(0.53)a
MMS1 210 5(2.38) a
MMS2 270 8 (2.96)a
MB5 240 Oa
Toplam 1290 16 (1.47)
Twiggy BDS 660 1(0.15) a
MMS1 90 Oa
MMS2 120 1(0.83) a
MB5 90 0 a
Toplam 960 2 (0.25)
Genel toplam 7620 80 (1.05)
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3.4  Donér ve Doku Kiiltiirii Kaynakh Civ Bitkilerinde Ploidi Seviyesi
Tespiti

Bu ¢alismada ¢i¢ek tomurcugu olarak kullanilan bes dondr bitkinin ve doku
kiltlirii uygulamalarinda tretilen 40 ginogenik 80 somatik ¢iv bitkisinin ¢ekirdek
DNA miktarlar1 ve ploidi seviyeleri Flow sitometri analizi ile tespit edilmistir. Dondr
¢iv bitkilerinin 16.98+0.23 pg/2C ¢ekirdek DNA miktarlarina sahip olduklar
bulunmustur. Bu deger diploid ¢iv bitkisi i¢in Jones ve Rees (1968) tarafindan rapor
edilen 16.90 pg/2C degerle ¢ok yakindir. Analiz edilen 40 ginogenik ¢iv bitkilerinin
36 adetinin (%90) 16.48 +0.96 pg DNA/2C ¢ekirdek DNA’sina sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Ug ginogenik bitkinin (%7.5) 30.83 £1.39 pg DNA/2C sahip olmalar
nedeni ile tetraploid (4n) olduklar1 bulunmustur. Bir ginogenik bitkinin benzer
miktarlarda haploid (8.86 pg) ve diploid (15.47 pg) DNA miktarlarina sahip olan bir
mixoploid (n+2n) oldugu tespit edilmistir. Analiz edilen somatik bitkilerin 17.18 £1.29
pg DNA/2C gekirdek DNA’sina sahip olduklar1 ve hepsinin diploid olduklar1 tespit

edilmistir.

3.5 Cicek Tomurcugu Kiiltiirlerinden Uretilen Bitkilerin Aklimatize

Edilmesi

Civ cicek tomurcugu kiltiirlerinden elde edilen ve ploidi seviyeleri tespit
edilmis olan 40 ginogenik ve 80 somatik kokenli bitki in vivo’ya aktarilmistir. Aktarim
isleminden sonra 19 diploid ve ii¢ tetraploid ginogenik bitki biiylimeye devam etmistir.
Bununla beraber 17 diploid ve bir mixoploid ginogenik bitki biiyiitme kabini ve serada
yetistirilme islemleri sirasinda kaybedilmistir. Somatik kokenli bitkilerin 37 adeti
(%46.25) dis ortama aktarim isleminden sonra biiyiimeye devam etmis digerleri ise

kaybedilmistir.

20



3.6  Doku Kiiltiirii Ortamlarinda Uretilmis Olan Bitkilerde Yapilan

Gozlemler

3.6.1 Ginogenik bitkilerin vejetatif 6zellikleri

Aschl donoriinden elde edilen iki diploid bitkinin bitki boyu ~50 c¢cm olarak
Olciilmiistiir. Bu bitkilerde ii¢ ile bes arasinda yalanci govde gelismistir. Bu bitkilerin
yalanct govde uzunluklart 5 ile 6 cm ve gaplart 4.22 ile 5.22 mm olarak Sl¢iilmiistiir.
Gozlem zamaninda bu bitkilerde 19 ile 23 yaprak sayilmistir. Bu bitkilerde en yash
yapraklarin 43 ile 44 cm uzunlugunda ve 3.04-4.48 mm c¢apinda oldugu tespit

edilmistir.

Asch2 donoériinden elde edilen alti diploid bitkinin boylari 43 ile 52 cm
arasinda Ol¢iilmistiir. Bu diploid bitkilerin 4 ile 14 arasinda yalanci govdeye sahip
olduklari, yalanci govdelerin 2 ile 5 cm uzunlugunda ve 4.05 mm ile 8.28 mm ¢apinda
oldugu tespit edilmistir. Bu bitkilerde 12 ile 56 yaprak sayilmistir. En yasgh yapraklarin
uzunluklarinin 34 ile 47 cm arasinda, ¢aplarinin da 3.66 ile 4.45 mm arasinda oldugu
belirlenmistir. Bu genotipten tiretilen iki tetraploid ginogenik bitkiler birbirinden farkl
gelisim gostermislerdir. Tetraploid bitkilerin uzunluklar1 20 ve 48 cm olarak
Olclilmiistiir. Bu bitkilerde 3 ve 4 yalanci govde sayilmistir. Yalanci gévdelerin 2 ve 3
cm uzunlugunda ve ¢aplarinin 5.11 ve 5.84 mm oldugu tespit edilmistir. Yaprak
ozellikleri agisindan farkliliklarin goriildiigii tetraploid ginogenik bitkilerde 10 ve 13
adet yaprak sayilmistir. En yagli yapraklarin uzunluklari 18 ve 45 cm, gaplar ise 3.42

ve 5.59 mm olarak 6l¢tilmiistiir.

Asch3 dondriinden firetilmis olan alt1 diploid bitkinin uzunluklart 43.50 ve 69
cm arasinda ol¢iilmiistiir. Bu grupta yer alan bitkilerin yalanci govde sayisinin 7 ile 30
arasinda oldugu belirlenmistir. Yalanci govde uzunluklar1 2.50 ile 6 cm arasinda
caplari ise 4.15 ile 12.64 mm arasinda tespit edilmistir. Bu bitkilerde yaprak sayilari
14 ile 119 adet olarak degisiklikler gostermistir. En uzun yapraklarin uzunlugu 41 ile

65 cm, caplarinin ise 2.82 ile 5.32 mm arasinda oldugu tespit edilmistir.

Asch4 kiiltiirlerinden {iretilen sekiz diploid ve bir adet tetraploid ginogenik

bitkide sayimlar ve 6l¢iimler yapilmistir. Bu genotipten elde edilen diploid bitkilerin
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boylar1 29 ile 55 cm arasinda dl¢lilmiistiir. Diploid bitkilerde yalanci govde sayilar 2
ile 25, uzunluklar 1 ile 8 cm, ¢aplar1 ise 2.18 ile 8.13 mm olarak belirlenmistir. Bu
bitkilerde 2 ile 97 yaprak sayilmistir. En yasli yapraklarin uzunluklarinin 23 ile 50 cm
arasinda, ¢aplariin ise 1.18 ile 7.25 mm arasinda oldugu belirlenmistir. Bu genotipten
tiretilen bir tetraploid ginogenik bitkinin uzunlugu 52 cm olarak Olgiilmiistiir. Bu
bitkide alt1 yalanct govde gelismistir. Yalanci govdelerin 5 cm uzunlugunda ve 8.51
mm c¢apinda oldugu tespit edilmistir. Bu tetraploid ginogenik bitkide 27 yaprak
sayilmistir. Bu bitkinin en yasli yapraginin uzunlugunun 47 cm ve ¢apinin ise 4.42 mm

oldugu belirlenmistir.

3.6.2 Somatik bitkilerin vejetatif 6zellikleri

Aschl donoriinden elde edilen iki somatik bitkinin bitki boylari 60 ve 70 cm
olarak Olciilmiistiir. Bu bitkilerde 11 ile 16 arasinda yalanci gévde sayilmistir. Bu
bitkilerin yalanc1 govde uzunluklari 5 ile 6 cm ve ¢aplari ise 5 mm olarak 6l¢iilmiistiir.
Gozlem zamaninda bu bitkilerde 61 ile 81 adet yaprak sayilmistir. Bu bitkilerde en

yasli yapraklarin 54 ile 65 cm uzunlugunda ve 2 mm ¢apinda oldugu tespit edilmistir.

Asch2 donoériine ait tomurcuklardan iiretilip biiyitillen 31 somatik bitkinin
boylarinin 43 ile 74 cm arasinda oldugu belirlenmistir. Bu bitkilerin 2 ile 27 arasinda
yalanc1 govdeye sahip olduklari tespit edilmistir. Bu bitkilerin yalanct gévde
uzunluklarmin 1.50 ile 6 cm ve ¢aplarinin ise 2 ile 5 mm ¢apinda oldugu belirlenmistir.
Bu bitkilerde yapilan sayiminda 8 ile 103 arasinda yaprak bulundugu tespit edilmistir.
Bunlarin yagh yapraklarin uzunluklarinin 43 ile 70 cm arasinda, ¢aplarinin da 1.50 ile

4 mm arasinda oldugu belirlenmistir.

Asch3 tomurcuk kiiltiirlerinden elde edilen iki somatik bitkinin uzunluklar1 24
ve 53 cm olarak Sl¢iilmiistiir. Bu somatik bitkilerin yalanci govde sayis1 9 ve 11 olarak
kayit edilmistir. Bitkilerin yalanci gévde uzunluklarinin 3 ve 4 cm, ¢aplarinin ise 3 ve
4 mm oldugu tespit edilmistir. Bu bitkilerde 25 ve 29 adet yaprak sayilmistir. En uzun

yapraklarin uzunlugunun 19 ve 50 cm, ¢aplarinin ise 3 ve 4 mm oldugu belirlenmistir.

Twiggy kiiltiirlerinden tiretilen iki somatik bitkinin boylar1 52 ve 56 cm olarak

Ol¢iilmiistiir. Bu bitkilerin yalanci gdvde sayilar1 4 ve 8, uzunluklar1 3 ve 4 cm, caplari
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ise 4 ve 5 mm olarak dl¢lilmiistiir. Twiggy cesidine ait somatik bitkilerde 20 ve 34 adet

yaprak sayillmistir. En yash yapraklarin uzunluklarinin 49 ve 52 cm arasinda,

caplarinin da 3 ve 4 mm arasinda olduklar1 belirlenmistir.

Tablo 3.3. Ginogenik ¢iv bitkilerinin toprak tistii 6zellikleri

En En
Tam Yalanct yaslt yaslt
bitki Yalanct govde Yalanci yaprak  yaprak
Donér Ginogenik  Ploidi  boyu govde uzunlugu govde Yaprak boyu cap1
genotip  bitki no. seviyesi  (cm) sayis1 (cm) cap1 (mm) sayis1 (cm) (mm)
Aschl 1 2n 49.00 3 5.00 4.23 19 4400  4.48
2 2n 49.00 5 6.00 5.22 23 43.00 3.04
Ortalama 49.00 4 5.50 4.73 21 43.50 3.76
Asch2 1 2n 43.00 6 3.00 4.08 23 40.00  4.00
2 2n 52.00 6 5.00 8.28 36 4700 4.20
3 2n 52.00 4 5.00 4.60 13 47.00 4.45
4 2n 50.00 7 4.00 5.20 28 46.00 3.74
5 2n 36.00 4 2.00 4.12 12 34.00 4.00
6 4n 48.00 4 3.00 5.11 10 4500  3.42
7 4n 20.00 3 2.00 5.84 13 1800  5.59
8 2n 47.00 14 5.00 5.20 56 42,00  3.66
Ortalama 43.50 6 3.63 5.30 23.88 39.88  4.13
Asch3 1 2n 64.00 15 6.00 8.22 64 58.00 5.32
2 2n 56.00 23 4.00 5.81 64 52.00 3.70
3 2n 56.75 7 3.50 6.67 14 53.00 5.25
4 2n 43.50 22 2.50 4.15 76 4100 2.82
5 2n 69.00 24 4.00 9.12 100 65.00 5.26
6 2n 56.00 30 5.00 12.64 119 51.00 4.20
Ortalama 61.25 20.17 4.00 7.77 72.83 53.33 4.47
Asch4 1 2n 51.00 25 6.00 5.23 97 45 5.14
2 2n 50.00 9 3.00 7.03 47 47 7.25
3 2n 52.00 17 5.00 8.13 48 47 4.64
4 2n 24.00 1 1.00 2.18 2 23 1.18
5 2n 55.00 6 5.00 6.38 13 50 6.33
6 4n 52.00 6 5.00 8.51 27 47 4.42
7 2n 41.00 15 4.00 4.14 72 37 2.69
8 2n 53.00 18 8.00 6.37 74 45 2.36
9 2n 29.00 2 1.00 3.18 10 28 3.00
Ortalama 45,22 11 4.00 5.68 43.33 41 4.25
Tablo 3.4. Somatik ¢iv bitkilerinin toprak istii 6zellikleri
En En
yash yaslh
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Tam Yalanci  Yalanci  Yalanci yaprak  yaprak
Donor Somatik  Ploidy  bitki gbvde govde govde  Yaprak boyu cap1
genotip  bitki no.  seviyesi  boyu sayist  uzunlugu cap1 sayist (cm) (mm)
(cm) (cm) (mm)

Aschl 1 2n 60.00 16 6.00 5.00 81 54.00 2.00
2 2n 70.00 11 5.00 5.00 61 65.00 2.00

Ortalama 65.00 13.50 5.50 5.00 71 59.5 2.00
Asch2 1 2n 59.00 2 4.00 4.00 10 55.00 2.00
2 2n 52.00 4 3.00 3.00 18 49.00 3.00

3 2n 46.00 4 4.00 3.00 18 42.00 4.00

4 2n 64.00 5 6.00 2.00 18 58.00 4.00

5 2n 42.00 2 2.00 2.00 8 40.00 2.00

6 2n 43.00 3 3.00 3.00 23 40.00 2.00

7 2n 49.00 3 2.00 2.00 17 47.00 2.00

8 2n 63.00 3 4.00 5.00 11 58.00 3.00

9 2n 63.00 7 4.00 5.00 25 59.00 3.00

10 2n 52.00 4 4.00 5.00 20 48.00 2.00

11 2n 62.00 4 5.00 3.00 27 57.00 2.00

12 2n 56.00 4 2.00 2.00 20 54.00 2.00

13 2n 60.00 3 2.00 5.00 22 58.00 3.00

14 2n 56.00 6 3.00 5.00 33 53.00 2.00

15 2n 45.00 2 2.00 3.00 9 43.00 2.00

16 2n 50.00 4 3.00 2.00 14 47.00 2.00

17 2n 50.50 4 1.50 2.00 17 49.00 1.50

18 2n 54.00 3 3.00 4.00 22 51.00 4.00

19 2n 60.00 7 2.00 3.00 32 58.00 2.00

20 2n 50.00 4 2.00 5.00 31 48.00 1.50

21 2n 60.00 6 2.00 4.00 28 58.00 2.00

22 2n 48.00 7 3.00 2.00 55 45.00 1.50

23 2n 61.00 13 6.00 3.00 65 55.00 3.00

24 2n 64.00 21 4.00 3.00 57 60.00 2.00

25 2n 58.00 10 4.00 2.00 45 54.00 2.00

26 2n 55.00 13 3.00 3.00 60 52.00 3.00

27 2n 74.00 20 4.00 4.00 75 70.00 3.00

28 2n 59.00 16 4.00 4.00 34 55.00 3.00

29 2n 57.00 6 3.00 5.00 29 54.00 4.00

30 2n 69.00 27 4.00 3.00 89 65.00 3.00

31 2n 68.00 24 3.00 3.00 103 65.00 3.00

Ortalama 56.63 7.77 3.27 3.35 33.38 53.13 2.53
Asch3 1 2n 24.00 11 4.00 3.00 29 19.00 4.00
2 2n 53.00 9 3.00 4.00 25 50.00 3.00

Ortalama 38.5 10 3.50 3.50 27 34.50 3.50
Twiggy 1 2n 56.00 8 4.00 5.00 34 52.00 4.00
2 2n 52.00 4 3.00 4.00 20 49.00 3.00

Ortalama 54.00 6 3.50 4.50 27 50.50 3.50
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4. TARTISMA

Bu tez projesi ¢iv tiiriinde ginogenesis temelli haploidizasyon tekniginin
uygulanabilme potansiyelinin arastirilmasi amaci ile gerceklestirmistir. Elde edilen
sonuclar ¢iv genotiplerinin agmamis tim ¢igeklerin uyartim ortamlarinda kiiltiire
alinmasi ile ginogenik bitkilerin elde edilebilecegini gostermistir. Projede yer verilen
bes ¢iv genotipinden (dort OP seleksiyon 1slah hatt1 ve bir OP ticari ¢esit) elde edilen
ginogenesis cevaplari diisiik (% 0.35) ile orta diizey (% 2.92) arasinda gergeklesmistir.
Projede kullanilan uyartim ortamlarinin ginogenesis cevabi iizerine 6nemli etkileri
oldugu gorilmistiir. Cicek dondrii genotiplerinden elde edilen ginogenik bitkicik
iiretim oranlari uyartim ortamlarma gore onemli diizeyde farkliliklar gdstermistir.
Ginogenesis uyartim deneylerinde en yiiksek ginogenesis cevabi (%8.33) MB5
ortamina ekilmis olan Asch3 tomurcuklarindan elde edilmistir. U¢ genotipte (Aschl,
Asch2 ve Asch 4) ise en yiiksek cevaplar (%]1.11, 0.61 ve 2.38) MMSI1 ortaminda
kiiltiire konan tomurcuklardan elde edilmistir. Projede yer verilen ticari ¢iv ¢esidi olan
Twiggy’ye ait tomurcuklardan sadece BDS ortaminda bir adet ginogenik bitkicik elde
edilmistir. Bu projede dort seleksiyon genotipinden toplam 40 yesil ve kokli
ginogenik bitki {retilmistir. Flow sitometri ile yapilan analizler ginogenik ¢iv
bitkilerin biiyiik bir kisminin diploid olduklarini ortaya ¢ikarmistir. Bunun disinda ii¢
adet tetraploid ve bir adet miksoploid (n+2n) ginogenik bitki tespit edilmistir. Projede
yer alan tiim ¢igek tomurcugu dondrii genotiplerinden somatik bitkilerde tiretilmistir.
Donor bitki ile genetik olarak ayni (klonal) olan somatik bitkilerin tamaminin diploid

olduklari tespit edilmistir.

Farkli zamanlarda dis ortama aktarilmis olan bitkilerin  gelisim
performanslarinin kayit altina alinmasi amaci ile toprak iistli aksamlari ile ilgili veriler
toplanmigtir. Miksoploid ve bazi diploid bitkilerin dig ortama alindiktan sonraki
stiregte kuruduklari tespit edilmistir. Tiim ginogenik ve somatik kokenli ¢iv bitkileri
bitki uzunlugu, yalanci gévde (sayisi, uzunlugu ve ¢api), yaprak sayisi, en yasl yaprak
uzunlugu ve ¢ap1 6zellikleri agisindan degerlendirilmislerdir. Serada biliylimeye devam
eden bitkilerin 6nlimiizdeki siirecte normal gelisimlerine devam etmesi, ¢iceklenmesi

ve tonum iiretimi i¢in kendilenmesi islemleri devam etmektedir.
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Allium’larda ginogenesis temelli haploidizasyon uyartimi ¢aligmalart 1980°1i
yillarindan itibaren rapor edilmeye baslanmistir. Keller ve Korzun (1996) Allium
tiirlerinde androgenesis temelli haploidizasyon uyartimin basarili olmadigini rapor
etmistir. Ayni arastirmacilar bu tiirlerde haploidizasyon uyartimi i¢in ginogenesis
yonteminin kullanilabilecegini gostermislerdir. Ginogenesis temelli haploidizasyon
yonteminin Allium’larda en basarili olarak uygulandig tiir sogan (A. cepa)’dir. Bu
diploid tiirde ilk basarili haploid bitki iiretme ¢aligmalar1 1980’li yillarin sonlarindan
itibaren yaymlanmaya baslamistir (Muren, 1989; Campion ve Alloni, 1990; Keller,
1990). Giinlimiizde 1slah ¢aligmalarina entegre edilmis katlanmis haploid sogan iiretim
protokolii mevcuttur. Sogan disinda ¢ok az sayida Allium tiirtinde haploidizasyon
caligmas1 yayinlanmistir. Ginogenesis temelli haploidizasyon uygulamasinin bagsarili
olarak uygulandigi diger bir 6nemli Allium tiirii pirasa (A. ampeloprasum)’dir. Alan
ve dig. (2016) tetraploid olan bu tiirde yesil dihaploid bitkiler elde etmislerdir. Diger
bir tetraploid tiir olan Cin ¢ivi (A. tuberosum) tiiriinde yiiksek oranda ginogenesis
cevabr gostermesine ragmen rejenere edilen bitkiler arasinda dihaploid olanlarin
oraninin ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir (Kojima ve Kawaguchi, 1989). Diploid bir
tir olan ¢iv tiriinde daha Onceden gerceklestirilmis olan ginogenesis uyartimi
calismalari oldukga sinirlidir. Bu galismada ginogenesis uyartimi igleminin ¢iv tiirtinde

etkinligi aragtirilmis ve yer verilen tiim genotiplerde uyartim saglanmstir.

Allium tiirlerinde ¢igcek tomurcugu donérii genotiplerin ginogenesis cevabi
tizerinde 6nemli etkisi oldugu bildirilmistir. Sogan tiirtinde baz1 genotiplerden yiiksek
oranda ginogenik bitki elde edilirken, bazi cesitlerin rekalsitrant oldugu tespit
edilmistir (Alan ve dig., 2004; Anandan ve dig., 2014, Bohanec, 2002). Pirasada
yapilan ilk ginogenesis uyartimi ¢alismalarinda elde edilen bitkiler arasinda ¢ok sayida
albino ortaya ¢ikmasi bu yontemin uygulanmasi onlinde 6nemli bir sorun olarak
goriilmiistiir. Alan ve dig. (2016) tarafindan yayinlanan ¢aligmada elde edilen bulgular
pirasa tiliriinde ¢icek dondrii genotiplerin ginogenesis cevabi ve elde edilen dihaploid

bitki oranlar1 {izerinde 6nemli etkileri oldugunu ortaya koymustur.

Haploidizasyon tekniginin, ¢iv gibi 1slahgilarin ¢ok az ilgisini ¢eken tiirlerde,
1slah programlarina dahil edilmesi ile yeni ¢esit gelistirmeye yonelik olarak homozigot
hatlarin tiretimi ¢ok hizli bir sekilde gergeklestirilebilir. Diger Allium tiirlerinde oldugu

gibi ¢iv tiirtinde klasik kendileme yontemi ile saf hatlarin gelistirilmesi ¢ok uzun yillar
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alabilir. Ginogenesis yontemi ile iiretilen DH bitkiler tiim o&zellikler agisindan
homozigot olduklart i¢in ¢iv tiiriinde 1slah siirecinin birka¢ yila indirilmesini

saglayabilirler.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda tim cigcek tomurcugu eksplantlarinin farkli uyartim
ortamlarinda kiiltiire alinmas: ile ¢iv genotiplerinden ginogenik ve somatik bitkinin
tiretilebilecegi gosterilmistir. Gergeklestirilen calismada elde edilen sonuglar ¢iv
tirlinde sogan tiirlinde oldugu gibi  hizlandirilmis 1slah  projelerinin
olusturulabilecegini gostermistir. Gilinlimiize kadar haploidizasyon tekniginin
uygulanabildigi 300 civarinda tiirde uygulanabildigi bilinmektedir (Dunwell, 2010).
Bu tez caligmasi ile ginogenesis temelli haploidizasyon tekniginin ¢iv tlirtinde
uygulanabildigi gosterilmistir. DH bitkiler tarimi yapilan tiirlerde agronomik
ozellikleri kontrol eden genlerin haritalanmasi, genom sekanslarinin tespit edilmesi,
gen ifadesinin kontrol mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasinda ve hatta DNA dizisi
sevisinde degisiklige ugratilmasi c¢alismalar1 igin essiz materyaller olarak

kullanilabilirler.
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