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Turk Pirasa (Allium ampeloprasum L.) Islah Programlarinda Kullanilimak Amaciyla

Ginogenik Bitki Uretim Tekniginin Gelistirilmesi
OZET

Projede yerli pirasa materyallerininde ginogenesis uyartimi ile ginogenik bitki tGretimi ile ilgili
detayli deneyler gerceklestiriimistir. Ginogenik bitkiler disi gametin erkek gamet katkisi
olmadan doku kultird ortaminda geliserek embriyo ve bitkiye déntsimi (ginogenesis) ile elde
edilirler. Tetraploid (2n = 4x = 32) olan pirasada ginogenesis teknigiyle elde edilen bitkiler digsi
gamet hiicresinin sahip oldugu diploid (n = 2x = 16) seviyede kromozoma sabhiptirler. Projede
tam cicek tomurcugu eksplantlarinin Dunstan ve Short (BDS), Murashige ve Skoog (MS),
modifiye edilmis MS (MMS) ve Gambrog B5 (B5) temelli ortamlarin hepsinde ginogenesis
uyartimina cevap verdikleri bulunmustur. Kiltir ortamlarinda ytksek miktarda (>50 g/l) sukroz
bulunmasi ginogenesis uyartimi igin gerekli iken bitki bliyime diizenleyicilerinin (BBD) uyartim
icin gerekli olmadidi tespit edilmistir. Proje kapsaminda yer alan tium pirasa genotiplerinde
(inegdl, Tarsus ve (i¢ seleksiyon materyali) ginogenesis cevabi (ginogenik bitkicik verimi) elde
edilmistir. Bes Tiurk pirasa genotipiyle yapilan deneyde genotiplerden elde edilen ortalama
ginogenesis cevabl % 0.91 olarak gergeklesmistir. Ginogenik bitkiciklerin yarisindan fazlasi
gelismeye devam ederek saglikh yesil bitkiler olusturmusladir. En ylksek ginogenesis cevabi
(% 1,53) ve ginogenik bitki (% 0,86) Tarsus genotipine ait ¢icek tomurcuklarindan elde
edilmistir. Gergeklestirilen uyartim deneylerinde toplam 356 yesil ginogenik bitki Gretilmistir.
Pirasada ¢ekirdek DNA miktari dlgtimu icin gelistirilen flow sitometri (FCM) analizi sayesinde
ginogenik pirasa bitkilerinin yaklasik tgte ikisinin diploid seviyede oldugu bulunmustur. Serada
blyUtllen ginogenik bitkilerde yapilan FCM analizi ile dort diploid bitkinin spontan kromozom
katlamasi nedeniyle tetraploide donlstigu tespit edilmistir. Genelde diploid bitkiler tetraploid
materyallere gére daha kuglk ince ve kisa bitkiler olusturmuslardir. Cigeklenen diploid bitkiler
hi¢ yada ¢ok az tohum Uretmislerdir. Spontan olarak tetraploid hale gelen dort ginogenik pirasa
bitkisine ait umbellerde ise yuksek miktarda kendilenmis tohum verimi (~900) gézlenmisgtir.
Projede elde edilen bulgular pirasa ginogenesis uygulmalarinda normal bitkisel gelisim ve
tohum verimi icin ginogenik Dbitkilerin tetraploid seviyesine getiriimesi gerektigini

gOstermektedir.

Anahtar kelimeler: Allium ampeloprasum L., Ginogenesis, Flow sitometri, Islah, Poliplidi



Development of A Gynogenic Plant Production Technique for Utilization in Turkish Leek

(Allium ampeloprasum L.) Breeding Programs
ABSTRACT

Detailed experiments were carried out to produce gynogenic leek plants via gynogenesis
induction. Gynogenic plants are obtained in tissue culture by the development of female
gametes into zygotes and plants in the absence of contribution from male gametes. Leek is a
tetraploid (2n = 4x = 32). Thefore, gynogenik leek plants contain only diploid chromosomes (n
=2x = 16) of female gametes. It was found that the whole flower explants were responsive to
gynogenesis induction in all Dunstan and Short (BDS), Murashige and Skoog (MS), modified
MS (MMS) ve Gambrog B5 (B5) based media. Results showed that the presence of sucrose
at high concentrations (>50 g/l) was required in culture media but plant growth regulators
(PGR) were not necessary for ginogenesis induction. Gynogenesis response (production of
gynogenic plantlets) were obtained from all leek genotypes (Inegol, Tarsus and three selection
materials) used in this Project. An avarage of 0.91 % gynogenesis response was obtained in
the experiment with five Turkish leek genotypes. More than half of the gynogenic plantlets
continued to grow and became healthy green plants. The highest gynogenesis response (1.53
%) and gynogenik plant (0.86) production were obtained from the flower buds from Tarsus
genotype. A total of 356 green gynogenik plants were obtained from the induction experiments.
Thanks to the flow cytometry (FCM) analysis developed for the measurement of nuclear DNA
amount of leek two-third of the gynogenic plants were found to be diploids. Re-analysis of
greenhouse grown gynogenic plants showed that four of the diploid gynogenic plants were
converted to tetraploids thanks to spontaneous chromosome doubling. In general diploid plants
were thinner and shorter than tetraploid materials. Flowering diploid plants produced little
seeds. High numbers of selfed seeds (~900) were obtained from spontaneous tetraploids.

Gynogenic plants must be converted to tetaraploids for normal development and fecundity.
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1.GIRIS

Allium cinsine ait (Alliaceae familyasi) bir tlr olan pirasa (Allium ampeloprasum var. porrum
(L.) J.Gay) Orta Dogu ve Akdeniz kokenli bir sebzedir (Jones ve Mann, 1963; Vavilov, 1926).
Pirasa kendine uyumlu olmakla beraber ylksek oranda yabanci tozlanma egilimi gosteren bir
tetraploid (2n = 4x =32) turdur (Levan, 1940). Hayat dongusini iki yilda tamamlayan pirasa,
ilk yil vejetatif gelisimini tamamlayip soguklama ihtiyaci giderildikten sonra ikinci yil
ciceklenerek tohum Uretir. Dislk sicakliklara telorash olmasi, fotoperyod ihtiyaci olmamasi,
sogan olusturmamasi gibi Ozellikleri bir sebze olarak dinyanin her yerinde uretiminin

yapilabilmesine imkan vermistir (Pink ve Innes, 1984).

Pirasa yapraklari ve yaprak kinlarindan olusan etiyollesmis sahte govdeleri (kbk ve yesil
aksam arasindaki beyaz kisim) icin yetistirilir. FAOSTAT 2012 yili verilerine gore Turkiye yillik
yaklasik 229579 bin tonluk pirasa uretimi ile 596 bin tonluk Uretim yapan Endenozya’yi takip
etmektedir (http://faostat.fao.org). Yenilebilir Allium turleri arasinda sogan ve sarimsaktan
sonra en fazla tarimi yapilan tir olan pirasada klasik islah yontemleri ile istenen 6zelliklere
sahip cesitlerin gelistiriimesi ile ilgili yapilan arastirmalar sinirli sayidadir (Pink ve Innes, 1984).
Pirasa uretiminde acik tozlanan standart gesitlerin kullanimi oldukc¢a yaygindir. Son yillarda
Bati Avrupa ve Kuzey Amerika ulkelerinde F1 hibrit pirasa cgegitleri ile Uretim yapilmaya
baslanmistir. Dinya genelinde pirasa islahi galismalari soguga dayanim (kisi sert gegen
alanlar igin), zamansiz giceklenme egilimi géstermeme, koyu yesil yaprak rengi, pirasa pasi
ve pirasa sarl gizgi virisu (LYSV) hastaliklarina dayanim, yiksek kalite, yuksek verim gibi
Ozelliklerin gelistiriimesi olarak siralanabilir (Pink ve Innes, 1984). Konserve ve dondurulmusg
pirasa Urunleri agisindan, islemede tercih edilen, uzun beyaz saplara sahip pirasa ¢esitlerinin
islahi 6nemlidir. Ozellikle bati avrupada verim ve uniformite agisindan avantajli gesitlerine
yénelim nedeniyle yerel ciftci ¢esitlerden olusan gen havuzunda dnemli bir genetik cesitlilik

erezyonun meydana gelmis oldugu disinilmektedir (Van der Meer ve Banelt, 1990).

Dlnya pirasa uretiminde s6z sahibi Ulkeler arasinda yer alan tUlkemizde yetistiricilik genellikle
kiy1 bélgelerinde agik tozlanan standart gesitler ile yapiimaktadir. Ulkemizin kiy1 bolgelerinde
yetigtiriciligi yapilan standart pirasa tipleri birkag cm ¢apinda ve 70 cm’ e kadar varabilen uzun
beyaz saplar Uretirken, gecis ve soguk bdlgelerde yetistiriciligi yapilan tipler daha kalin ve kisa
beyaz saplar Uretme 6zelliklerine sahiptirler. Ulkemizde yaygin olarak yetigtirilen standart
cesitler agik tozlanma nedeniyle yiksek oranda varyasyon gosterirler. Bu durum yetistiricilik
sirasinda biyotik ve abiyotik streslere farkli cevaplar veren ve hasat sirasinda uniform olmayan
bitkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu nedenle Urin kalitesi ve verimlilik agisindan

ticari potansiyele sahip yeni gesitlerin islahina yénelik c¢alismalar yapilmasi zorunludur.



Pirasada cigcekleme doénemi olduk¢a uzundur. Yilzlerce c¢icek tomurcugunun bulundugu
umbellerde gelisim alt kisimlardan baglar. Ciceklerde protandri (anterlerdeki polenlerin disinin
reseptif olmadan olgunlagmalari) goérulir. Anterlerde bol miktarda polen Uretilir ve ayni
umbeldeki giceklerin disi organlari reseptif haldeoldugu zaman kendileme gergeklesir. ikinci
yiinda tohum vermesi, yabanci tozlanma, yuksek oranda heterozigotluk, kendileme
depresyonu ve poliploidi gibi nedenlerden dolayi pirasada gesit islahi galismalari gok uzun ve
zahmetlidir. Yeni pirasa gesitlerinin klasik yontemler kullanilarak islah edilmeleri ¢ok uzun yillar

alacag! igin bu sureci kisaltacak biyoteknolojik yontemlerin gelistiriimesi gerekmektedir.

Pirasa islahinda uygulanabilecek biyoteknolojik ydntemler olduk¢a sinirlidir. Protoplast
kaltart, protoplast fizyonu, klonal g¢ogaltim, gen transferi, gametik embriyogenesis gibi
konularda az sayida bilimsel galismalar bulunmaktadir (Buiteveld vd., 1994; Peterka vd., 1997;
Wang, 1996). Biyoteknolojik ydntemlerin pirasa islahi programlarinda basaril olarak kullanimi
ile ilgili detayh ¢alismalar mevcut degildir. Pirasada embryogenesis yoluyla haploid bitkilerin
elde edilmesine yonelik olarak gerceklestirilen ¢calismalarda bu tirde anter kiltiriinde basari
saglanamazken yumurtalik ve gicek tomurcugu kulturlerinden ginogenik bitkiler Uretilebilecegi
gosterilmistir (Keller, 1990; Schum vd., 1994; Kaska vd., 2012). Ginogenik bitki disi gametin
erkek gamet katkisi olmadan geliserek embriyo ve bitkiye donlsimi (ginogenesis) ile
meydana gelir. Genellikle in vitro da gerceklestirilen uygulamalarda kultir ortamina ekilen
yumurta, yumurtalik ve tomurcuk eksplantlarina dusuk sicaklik soku, bliyime duzenleyileri ve
diger kimyasallarin uygulanmasinin ginogenesisi tetikledigi testpit edilmigtir (Sestili ve
Ficcadenti, 1996). in vitro ortamda elde edilen ilk ginogenik haploid bitki déllenmemis arpa
yumurtahgi ekplanti kdltirinden elde edilmistir (San Noeum, 1976). Gunumuze kadar
aralarinda t¢ 6nemli Allium tarindn (bas sogan, pirasa ve Cin givi) 23 bitki tirinde ginogenesis
uyartiminin basarih olarak uygulandigi rapor edilmigtir (Bhojwani ve Thomas, 2001). Pirasa ve
bas sogan turlerinde haploidizasyon tekniklerinin gelistiriimesi ¢abalari hemen hemen ayni
dénemde (1980 lerin ikinci yarisi) baslamistir. Gegen sire zarfinda soganda katlanmis
haploidlerin Gretiminde oldukga énemli ilerlemeler saglanmasina ragmen pirasada yapilan
calismalarda kayda deger bir ilerleme gerceklesmemistir. Yayinlanan calismalarda bazi
Avrupa kokenli pirasa genotiplerinde yumurta, yumurtalik ve tomurcuk eksplanti kullanilarak
olusturulan kuiltdrlerden sinirli sayida ginogenik bitki elde edildigi belirtiimistir (Smith vd. 1991,
Schum vd., 1993). Bu ¢alismalardan sonra pirasada haploidizasyon uygulamalari konusunda
herhangi bir ilerleme kayda ge¢memistir. Gurubumuz tarafindan gercgeklestirilien 6n
calismalarada Turk pirasa genotiplerinin ginogenesis uyartimina cevap verdikleri tespit edilmis
ve bu teknigin pirasa islahinda kullaniilma potansiyeli ile ilgili galismalar bagslatiimistir (Kaska
vd., 2012).



TUBITAK tarafindan desteklenen 1130232 no.’lu proje kapsaminda yapilan deneylerde bes
Tark pirasa genotipinde farkli ploidi seviyelerine sahip ginogenik bitkilerin elde edilmesi,
morfolojik &zelliklerinin tanimlanmasi gercgeklestiriimistir. Bu projeyle pirasada ginogenesis
uyartimi icin 6nemli sartlar tespit edilmistir. Pirasada haploidizasyon ¢alismalarinda énemli bir
sorun olan ploidi seviyesinin tespiti icin bir flow sitometri (FCM) protokoll gelistirilerek
analizlerin hizli ve glUvenilir olarak yapiimasi saglanmistir. FCM analizi ile projede kullanilan
tum donor pirasa hatlarinin tetraploid oldugu ve bu hatlarda gekirdek DNA miktari farkhhigi
gosteren bitkilerin bulunmadigi tespit edilmistir. Elde edilen ginogenik bitkilerin yaklasik %
60’'Inin diploid oldudu ve digerlerinin ¢ogunlukla tetraploid oldugu tespit edilmistir. Doku
kulturande uretilen bitkiler dis kosullara alistirilarak serada buyutulmusler ve bitkilerin yalanci
gbvde capl, yalanci gbévde uzunlugu ve tam bitki boylari 6l¢ciimustir. Projede uretilen
ginogenik bitkilerin bir bélimu ciceklendigi icin polen canliligi ve tohum verimleri gibi degerler

elde edilmistir.

2. LITERATUR OZETi

Turkiye yillik yaklasik 246 bin tonluk pirasa dretimi ile 527 bin tonluk Uretim yapan
Endenozya’yi takip etmektedir (http:/faostat.fao.org). Dinya pirasa Uretiminde s6z sahibi
ulkeler arasinda yer alan ulkemizde yetistiricilik genellikle kiyi bolgelerinde standart cesitler ile
yapilmaktadir. Ulkemizde yaygin olarak yetistirilen standart gesitler yiiksek oranda varyasyon
gOsterirler. Bu durum yetistiricilik sirasinda biyotik ve abiyotik streslere farkli cevaplar veren ve
hasat sirasinda uniform olmayan bitkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Allium cinsine
ait bir tiir olan pirasa Orta Dogu ve Akdeniz kdkenli bir sebzedir (Vavilov, 1926). iki yillik yasam
dongulerine sahip olan kultlr pirasalari poliploidi (2n=4x=32), yuksek ¢ekirdek DNA miktari,
yuksek oranda heterozigotluk, yabanci tozlanma egilimi ve kendileme depresyonu
gostermeleri gibi nedenlerden dolayi i1slahi zor sebzeler grubunda yer alirlar (Labani ve
Elkington, 1987; Arumuganathan ve Earle, 1991). Pirasa ¢ok kuvvetli olarak kendilenme
depresyonu gdstermektedir, bu durum ylksek oranda lethal gen bulundurmasi ile
iliskilendirilebilinir (Smith ve Crowther, 1995). ikinci yilinda tohum vermesi, yabanci tozlanma,
yuksek oranda heterozigotluk, kendileme depresyonu ve poliploidi gibi nedenlerden dolayi

pirasada cesit Islahi calismalari ¢cok uzun ve zahmetlidir.

Islahi uzun siren bu tlrde genellikle populasyon igerisinden seleksiyon ile agronomik
karakterleri tercih edilen bireylerin secilmesi ile ilerleme saglanabilir. Pirasada tercih edilen
agronomik ozellikler yliksek verim, Urtin kalitesi, abiyotik ve biyotik kosullara dayaniklilik,
yuksek besin icerigi ve pisiriime kalitelerini icermektedir. Bu ézellikler genellikle birden fazla

gen ile kontrol edilmektedir ve agik tozlanan hatlara ait bitkiler arasinda bu 6zelliklerin hepsini



gOsterebilen ¢ok az sayida bitki bulunmaktadir. Hatlarda tam saflik saglanamadigi icin gergek
hibrit cesitler Uretilememektedir. Pirasada hibrit tohum dretiminin kolaylagsmasina imkan
saglayabilecek sitoplazmik erkek kisirligi (CMS) dogal olarak mevcut degildir. Bu o6zellik
mutasyon uygulamalarinda dahi elde edilememistir. Bu 6zelligin diger Allium tirlerinden tarler
arasl melezleme yoluyla pirasaya tagsinmasi veya protoplast flizyonu ile transfer edilmesine
yoénelik ¢alismalar olmasina ragmen bu konuda somut sonuglar saglanamamistir (Buiteveld
vd., 1994, Peterka vd., 1997). Bundan dolay! yeni i1slah metodlari gelistiriimesi gerekmektedir.
Ulkemizde yaygin olarak yetistirilen standart pirasa gesitleri acik tozlanma nedeniyle yiiksek
oranda varyasyon gdsterirler. Bu durum yetigtiricilik sirasinda biyotik ve abiyotik streslere farkli
cevaplar veren ve hasat sirasinda uniform olmayan bitkilerin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir. ikinci yilinda tohum vermesi, yabanci tozlanma, yiiksek oranda heterozigotluk,
kendileme depresyonu ve poliploidi gibi nedenlerden dolayi pirasada cesit i1slahi ¢alismalari
¢ok uzun ve zahmetlidir. Bu nedenlerden dolayi pirasa islah programlarinda yararlanilabilecek
olan basaril bir ginogenesis yonteminin gelistiriimesinin bu tire ait gesitlerin gelistiriimesine

onemli katkilari olacaktir.

Bitkilerin megasporlari veya disi gametofitleri in vitro da sporofitik gelismeye dogru
yoénlendirilebilir. Normalde diploid veya poliploid olan bitkilerden elde edilen gametofitik
kromozom sayisina sahip bitkilere haploid denir. Haploid hiicreler dogal olarak bitkilerin digi ve
erkek dokularinda olusurlar. Olgunlagsmamigs erkek ve disi gamet hlicreleri, ovtllerin polenlerle
ddllenmesine gerek olmadan, manipule edilerek embriyo haline getirilebilirler. Bu sekilde elde
edilen haploid embriyolar donor bitkinin somatik hucrelerinde bulunmasi gereken normal
kromozom sayilarinin yarisi kadar kromozom tagirlar. Haploid embriyolardan uyartilma veya
spontan kromozom katlamasi yoluyla tamamen homozigot olan katlanmis haploid (DH) bitkiler
uretilir (Jain ve dig., 1996). Tamamen homozigot olan genotipler kendilenmis tohumlari ile
klonal bitkiler gibi ¢cogaltilabilirler ve bu 6zellikleri kantitatif 6zelliklerin kalitimini guglendirir.
Bunun sonucunda tercih edilen 6zelliklerin segim etkinligini arttirir. Guha ve Maheswari (1964)
Datura inoxia anterlerinden androgenesis yolu ile haploid bitkiler elde ederek biyoteknolojinin
1slah alaninda uygulanmasina 6ncl olmuglardir. Ginimuzde DH metodlari 250 den fazla bitki
tiruinde uygulanabilmektedir (Maluszynski vd., 2003). Déllenmemis disi gametofitten (yumurta
hucresi) haploid bitki Uretimi islemine ginogenesis adi verilir. Ginogenesis genellikle
androgenesis uyartimina cevap vermeyen, erkek kisirligi gésteren ve erkek ve disi cinsiyetl
tasiyan bitkileri olan tirlerde haploid bitki eldesi i¢in kullanilan bir alternatif yoldur (Thomas vd.,
2000; Bhat ve Murthy, 2007). Déllenmemis ovari kultirl yoluyla ginogenik haploid bitkilerin
Uretilmesi uygulamasi ilk olarak arpa bitkisinde gercgeklestiriimistir (San Noeum, 1976). Birgok

bitki tiriinde basarili ginogenesis uygulamalari yapilmistir. Bas sogan (Muren, 1989; Bohanec



vd., 1995; Geoffriau vd., 1997; Alan vd., 2004), tath patates (Ruth vd., 1993), lale (Van-Creij
vd., 2000), misir (Tang vd., 2006), seker pancari (Gurel vd., 2000), hiyar (Gemes-Juhasz vd.,
2002), yazlik kabak (Shalaby, 2007), bugday (Sibi vd., 2001), pamuk (Kantartzi ve Roupakias,
2009) ve dut (Thomas vd., 1999) bu tirlerden bazilaridir. Bitkilerde bir set kromozomun
bulunmasi resesif gen mutantlarinin tespit edilmelerine imkan verir (Hermsen ve Ramana,
1981). Haploidizasyon ydntemiyle elde edilen saf hatlarin kendilenebilen tirlerde yeni
cesitlerin  olusturulmasi ve ylksek verimli hibritlerin Uretilmesinde ebeveyn olarak

kullanilabilecek saf hatlarin olusturulmasi gibi 6nemli avantajlari vardir (Shalaby, 2007).

Pirasada kromozom sayisi yariya indirgenmis bitki eldesi islemi ile diploid hatlarin elde
edilebilmesi durumunda poliploidi ve asiri derecede heterozigotluk gibi faktorlerin yaratmakta
oldugu dezavantajlar ortadan kaldirilabilir. Tetraploid olan kiiltir pirasalardan elde edilecek
olan diploid bitkilerin karakterize edilmesi ve donér hatlarla karsilastirilmasi bu bitkilerin i1slah
¢alismalarinda kullanim potansiyellerinin ortaya ¢ikartimasi agisindan énemlidir. Ayrica diploid
seviyede yapilan islah g¢alismalari tetraploidlere gére daha kisa zamanda tamamlanabilecegi
icin haploidizasyon yodntemlerinin uygulanabilmesi bu turin islahi galismalarinda buyuk
avantajlar saglayabilir. Sogangillerde yapilan androgenesis denemelerinin bagarisiz oldugu
rapor edilmistir (Keller ve Korzun, 1996). Sogdangillerde haploid embriyo eldesi sadece
ginogenesis yoluyla mimkindudr. Bu teknigin en basarili olarak kullanildigi Allium tdra bag
sogandir (Muren, 1989; Campion ve Alloni, 1990; Keller,1990; Bohanec ve Jakse, 1999; Alan
vd., 2004). Salot (Sulistyaningsih vd., 2002), Sodan ve Allium roylei melezlerinden elde edilmis
Islah materyalleri (Alan vd., 2003), pirasa (Schum ve dig., 1993; Kaska ve dig., 2012) ve diger

bazi mindr Allium sebzelerindede (Judkevieiene vd., 2005) ginogenik bitkiler elde edilmigstir.

Sogangillerde ilk basarili ginogenik bitki eldesi 26 yil dnce bas sodanlarda gergeklestirilmistir
(Muren, 1989; Campion ve Alloni, 1990; Keller,1990). ilk ginogenesis calismalarinda
arastiricilar gelismemis ovul, ovari ve tim cigek tomurcuklarini farkli uyartim ortamlarinda
kdlture almiglardir. Bu turlerde ovul ve ovari eksplantlarinin kiltire hazirlanmalarinin zor
olmasi nedeniyle gelismemis (3 mm ve daha iri) gicek tomurcuklarinin ginogenesis uyartim
ortaminda kiltire alinmasi tercih edilmektedir (Bohanec ve Jakse, 1999; Alan vd., 2003;
Kaska vd., 2012). Ginogenesis uyartim ortaminda kuiltire alinan c¢icek tomurcuklarinda
anterler yiksek nem ylzinden acgilmadidi icin tozlanma ve doéllenme yoluyla zigotik embriyo
olusumunun gergceklesme sansi yoktur (Cohat, 1994). Pirasada haploid bitki eldesinde
kullanilacak olan gigek tomurcuklarinin ginogenesis uyartimina uygun gelisme safhalarinda

olmasi gerekir. Muren’e (1989) goére antesisten bes gin 6nce toplanan bas sodan gicek



tomurcuklari daha erken veya ge¢ ddonemlerde toplanan tomurcuklara gére ginogenesis
uyartimina daha iyi cevap verirler. Laboratuvarimizda yapilan ¢alismada ginogenesis uyartimi
icin uygun gicek tomurcuklarinin antesisten G¢ gin 6énce toplanan agmamis tomurcuklar
oldugu tespit edilmigtir (Kaska vd., 2012). Genel olarak ginogenesis uyartimi i¢cin en uygun
cicek tomurcugu gelisme déneminin, embriyo keseciginin olgunlasmis oldugu, antesisten 3-5

gun 6nceki donem oldugu dugunulmektedir (Musial vd., 2001).

Sogangillerde ginogenesis uyartimi icin farkh ortamlarin ginogenik bitki olusumuna etkileri
arastirlmistir. Yayinlanan calismalarda B5 (Gamborg vd., 1968), BDS (Dunstan ve Short,
1977) ve MS (Murashige ve Skoog, 1962) temelli ortamlar kullaniimistir. Pirasada farkli
ortamlarin ginogenesis uyartimi Uzerine etkilerinin detayli bir sekilde karsilastirildigr bir
calisma ise mevcut degildir. Schum vd. (1993) tarafindan yayinlanmis olan ¢alismada ug farkh
pirasa genotipinden alinan ovariler MS temelli ortamlara ekilmisleridir. Kiltdrlerin bir kisminin
farkh surelerde disuk sicaklik (10° C) ve karanlk (0, 3, 6 veya 12 gun) 6n uygulamalarina
maruz birakildiktan sonra standart kilttr sartlarina (25° C ve 16 saat i1s1k) transfer edilip kaltar
suresi boyunca ayni kosullarda blylimeleri saglanmistir. Arastiricilar genotiplerin gésterdigi
ginogenik cevabin ortma eklenen bitki bilyiime diizenleyicileri (BBD) (1 ppm NAA, 8 ppm 2iP)
ve seker (%3 sukroz, %6 sukroz veya %3 sukroz+%1.6 mannitol kombinasyonu) gibi
komponentlerden veya yapilan 6n uygulamalardan etkilenmedigini belirtmiglerdir. Aragtirmada
genotiplerin ginogenesis uyartimina farkli cevaplar verdikleri bulunmustur. Calismada
kullanilan iki genotipten tetraploid, oktoploid ve miksoploidlerin bitkiler ve diger bir genotipten
tetraploid ve diploidler elde edilmistir. Ayni ¢alismada elde edilen dihaploid pirasalarin bir
béliumunun klorofil Gretimi agisindan sorunlu olduklari da kaydedilmistir. Laboratuvarimizda
gergeklestirilen arastirmada farkh pirasa genotiplerinden alinip BDS ve MS temelli ortamlara
ekilen cgicek tomurcuklarindan ginogenik bitkiler Uretilebilinecegi goriimugstir. Elde edilen
diploid pirasalarin yaklagik yarisi normal bitkiler olarak gelismeye devam etmis ve seraya
aktanlip buyatdimuslerdir. Farkh pirasa genotiplerinin ginogenesis uyartimina verdikleri
karsiliklarin ayni olmasi beklenmemelidir. Ancak uyartim igin en uygun ortamlarin tespit

edilmesi gerekmektedir.

In vitro ortamda elde edilen Uretilen ginogenik pirasalarin ploidi seviyelerinin tespitinde
kromozom sayimi, stoma buyuklugu élcimu gibi metodlarin kullaniimasi mumkuin olmalarina
ragmen hizli ve kesin sonug veren fllow sitometrik yolla ¢ekirdek DNA’sI miktari 6lgimu daha
pratikti. FCM hizh, bitkiye zarar vermeyen, farkh dokulardan elde edilen hucrelerde

uygulanabilen bir metod oldugu ve calisilan dokudaki gekirdek DNA miktarinin belirlenmesini



sagladidi icin tercih edilir. Tetraploid (2n=4x=32) olan kultir pirasalarinda somatik hiicrelerde
bulunan c¢ekirdek DNA miktarinin farkli arastirilarca ~50 pg ile ~60 pg arasinda oldugu
bildirilmistir (Arumuganathan ve Earle, 1991; Zonneveld vd. 2005). Bu durumda ginogenesis
yoluyla elde edilecek olan diploid ginogenik pirasa bitkilerinin somatik htcrelerinde donor
bitkinin sahip oldugu kromozom sayisinin ve ¢ekirdek DNA miktarinin yarisina sahip olmasi
beklenir. Cok buyuk bir genoma sahip olan pirasanin gekirdek DNA’sinin analiz edilmesinde
bazi zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle pirasa 6érneklerinin analizi i¢in uygun bir FCM

protokoll olusturulmustur.

3. GEREG VE YONTEM
3.1 Bitkisel Materyal ve Yetistirme Kosullar

Projede iki agik tozlanan standart hat (inegdl ve Tarsus) ve (¢ seleksiyon hatti (PAUPR2
[PR2], PAUPRA4 [TK] ve PAUPRG6 [PR6]) olmak uzere toplam pirasa hatti kullaniimigtir (Tablo
1). iki standart hat ilk yil gergergeklestirilen deneylerde kullaniimistir. ikinci yil denemelerinde
ise bes hattin tamami kullaniimistir. Bitkisel materyaller Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi
ve Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (PAU BiYOM) uygulama serasi ve
arazisinde buyutilmuslerdir. Pirasa hatlarina ait bitkilerin Gretilmesi amaciyla serada Ocak
ayinda torf ve perlit (3:1) ile doldurulmus 104 Gk viyollere tohum ekimi yapiimistir. Yaklagik 5
hafta igerisinde ¢imlenen fideler arazideki parseller dikilene kadar serada blyutilmuglerdir
(Sekil 1A). Pirasa fideleri Nisanin ikinci yarisinda araziye dikilmiglerdir. ilkbahar, yaz ve
sonbahar dénemleri boyunca arazide bulyutllen bitkiler Aralik ayi icerisinde hasat edilip bir
fungisit ve bir insektisit uygulmasiyla dezenfekte edildikten sonra naylon torbalar igerisine
konmustur (Sekil 1 B-D). Pirasalar paketler halinde 5° C ye ayarlanmis olan olan bir soguk
hava deposunda alti hafta boyunca depolanmigtir (Sekil 1 E). Soguklama ihtiyaci giderilen bu
bitkiler torf ve perlit (3:1) karisimi ile doldurulmus olan 7 L saksilara dikilerek i1sitmasiz cam
serada standart blyutme kosullari altinda yetistiriimiglerdir (Sekil 1 F). Subat ayi baslarinda
saksilara dikilen pirasalar yeni yapraklar tUreterek gelismeye devam eden bitkiler Nisan ayinda
cicek sapi olusturmaya baslamislardir. Mayis ayi ortalarindan itibaren ise kiltlre alinabilecek
tomurcuklara sahip umbeller kesilerek laboratuvara getirilmislerdir (Sekil 2A, B). Her bitkiye ait

antesis agsamasinda bulunan dért tomurcuktan anterler alinip polen canlilik testleri yapiimistir.



Tablo 1 Agmamis gicek tomurcugu dondéru olarak kullanilan pirasa hatlari

Donoér hatti? Tip® Sezon®  Kaynak

inegél Uzun Yaz Standart cesit

Tarsus Uzun Guz Standart cesit

TK Kisa Glz Arazi seleksiyonu (Tarsus, Mersin)
PR2 Uzun Guz Arazi seleksiyonu (Denizli)

PR6 Orta Guz Arazi seleksiyonu (Denizli)

aCicek tomurcugu eksplant dondrlerinin timu agik tozlanan (OP) hatlardir.

bDondr hatlarinda yapilan tip siniflandirmasi yalanci gévde uzunluguna gére yapilmistir. Kisa, orta ve uzun hatlar
sirasiyla <40 cm, 40-50 cm ve >50 cm yalanci gévde uzunluguna sahiptirler.

¢Sezon siniflandirmasi pirasa hatlarinin hasat edilme sezonuna gére yapilimistir.

3.2 Ginogenesis Uyartimi Denemeleri

Deney I'de kullanilan pirasa genotipleri farkli zamanlarda cgigeklemislerdir. Tarsus ¢esidine ait
bitkiler inegdl cesidine ait bitkilere gére iki hafta daha erken ciceklenmislerdir. Bu yiizden
uyartim kaltdrlerine Tarsus ¢esidine ait donér bitkilerin umbellerinden alinan ¢igcek tomurcuklari
ile baslanmistir. Henliz antesis asamasina ulasmamis en az 3 mm ¢apinda olan tomurcuklar
bir makas yardimiyla umbellerden kesilelerak toplanmigstir. Tomurcuklar %70’lik etanolde 30
saniye tutulduktan sonra %20’lik ticari yuzey temizleyici (Klorak) ve %0.1’lik Tween-20
deterjani ile hazirlanmis sterilizasyon karisimina konularak burada 30 dakika tutulmuglardir
(Sekil 2C). Ylzey sterilizasyonundan sonra tomurcuklar steril kabin igerisinde otoklavlanmig
saf su ile U¢ defa yikanmislardir. Bu tomurcuklar steril kagitlar Gzerinde serilip bir kag dakika
kurutulduktan sonra ginogenesis uyartim ortamlarina ekilmiglerdir (Sekil 2D, E). Her Petri
tabagina 30 adet tomurcuk ekimi yapilmistir. Petriler iki sira parafilm ile kapatiimistir. Proje
kapsaminda birinci ve ikinci yilda olmak Uzere iki ginogenesis uyartim deneyi

gerceklestirilmistir.
3.2.1 Deney |

Projenin ilk yilinda pirasada ginogenesis uyartimi cevabina etkisi olabilecek kultir ortamlanin
kompozisyonu ve distk sicaklik 6n uygulamasinin etkisinin arastiriimasi hedeflenmistir. Bu
amagla inegdl ve Tarsus genotiplerine ait bitkilerden alinan yaklasik 80 bin adet agmamis gicek
tomurcugu eksplanti hazirlanarak 44 farkli uyartim ortamina ekilmiglerdir (Tablo 2, Tablo 3).
Bu uyartim ortamlarinin 14 adeti BDS (Bohanec ve Jakse, 1999), 12 adeti MS (Murashige ve
Skoog, 1962), 11 adeti modifiye MS (Schum vd., 1993) ve 7 adeti B5 (Gamborg vd.,1968)
temellidir. Uyartim ortamlarinin bazilari bitki buyime dizenleyiciler (BBD) icermezken, bazilari
farkli miktarlarda oksin (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 1-Naphthaleneacetic acid

(NAA)), sitokinin (6-benzylaminopurine (BAP), 6-(gamma, gamma-Dimethylallylamino) purine



Sekil 1. Projede kullanilan pirasa genotiplerine ait bitkilerin Gretimi

A. Cam serada buydutilen pirasa fideleri. B. Arazide buyutilen pirasa bitkileri. C. Araziden toplanip temizlenen
pirasa bitkileri. D. Arazide blyltilen pirasa bitkilerinin dezenfekte edilmeleri. E. Pirasa bitkilerinin soguklama
ihtiyaclarinin kargilanmasi amaciyla paketlenmesi. F. Pirasa bitkilerinin cigceklenmelerinin saglanmasi amaciyla
yeniden saksilara dikilerek serada buydtulmeleri.

Sekil 2. Pirasada ginogenesis uyartimi ve ginogenik bitki Uretimi agamalari

R

A. Ciceklenme asamasindaki bir pirasa bitkisi. B. Cigek tomurcuklarini bulunduran bir umbel. C. Tomurcuk
eksplantlarinin ylizey sterilizasyonu. D. Sterilize edilmis tomurcuk eksplantlari. E. Ginogenesis uyartim kdltiriine
ekim. F. Uyartim kiltiriinde ginogenik bitkicigin tomurcuktan gikisi. G. Bir ginogenik pirasa bitkicidi. H. Blyime
ortami i¢eren tlipe alinmis bir ginogenik pirasa bitkicigi.



Tablo 2. Deney | kapsaminda kullanilan ginogenesis uyartim ortamlari ve igerikleri

igerik

Oksin Sitokinin Karbon Katilastirici

Uyartim ortami 2,4-D (mg/l) NAA (mg/l) BAP (mg/l) 2iP(mg/I) Sukroz (g/l) Agar (g/l)

aBDS temelli

A 2 - 2 - 100 7
Al 2 - 2 - 50 7
A2 1 - 1 - 100 7
A3 1 - 1 - 50 7
A4 - - - - 100 7
A5 - - - - 50 7
A6 - - 2 - 100 7
A7 - - 2 - 50 7
A8 2 - - - 100 7
A9 2 - - - 50 7
Al10 1 - - - 100 7
All 1 - - - 50 7
Al2 - - 1 - 100 7
Al13 - - 1 - 50 7
bMS temelli

B - - - - 30 8
Bl - - 2 - 30 8
B2 2 - - - 30 8
B3 2 - 2 - 30 8
B4 2 - 2 - 15 8
B5 2 - 2 - 100 8
B6 - - 1 - 100 8
B7 1 - - - 100 8
B8 1 - 1 - 100 8
B9 - - 2 - 100 8
B10 2 - - - 100 8
Bi11l - - - - 100 8
°Modifiye MS (MMS) temelli

C - 1 - 8 100 7
C1 - 1 - 8 50 7
Cc2 - - - 8 100 7
C3 - - - 8 50 7
C4 - 1 - - 100 7
C5 - 1 - - 50 7
C6 - - - 4 50 7
c7 - 0.5 - 4 100 7
C8 - - - - 100 7
C9 - - - - 50 7
C10 - - - 4 100 7
dB5 temelli

D - - - - 75 7
D1 2 - 2 - 100 7
D2 1 - 1 - 75 7
D3 2 - - - 75 7
D4 - - 2 - 75 7
D5 - - 1 - 75 7
D6 1 - - - 75 7

aBohanec ve Jakse (1999).
bMurashige ve Skoog (1962)
¢Schum vd. (1993).
dGamborg vd. (1968).



Tablo 3. Deney I'de ginogenesis uyartim ortamlarina yapilan pirasa gicek tomurcugu ekimleri

Genotip
inegol? Tarsus
Uyartim ortami On On
uygulama® Normal® uygulama Normal Toplam

A 450 690 450 810 2400
Al 360 630 450 1200 2640
A2 330 840 450 480 2100
A3 450 520 450 720 2140
A4 150 90 120 150 510
A5 30 120 120 210 480
A6 420 570 450 630 2070
A7 600 450 420 730 2200
A8 450 630 390 420 1890
A9 450 540 270 1020 2280
A10 450 660 420 1120 2650
All 450 510 420 1090 2470
Al2 240 630 450 1080 2400
A13 330 510 360 850 2050
B 150 200 420 210 980
Bl 450 280 420 720 1870
B2 360 570 330 750 2010
B3 240 840 360 450 1890
B4 420 0 450 480 1350
B5 450 450 300 810 2010
B6 450 500 450 450 1850
B7 330 750 420 450 1950
B8 330 600 420 570 1920
B9 480 650 390 870 2390
B10 450 540 450 870 2310
B11l 300 0 150 150 600
C 390 550 390 690 2020
C1 420 520 630 600 2170
Cc2 390 660 360 610 2020
C3 510 360 450 1020 2340
c4 300 780 390 450 1920
C5 420 530 420 150 1520
C6 390 510 420 540 1860
Cc7 300 660 510 720 2190
Ccs8 120 90 180 120 510
C9 30 180 150 150 510
C10 570 645 420 150 1785
D 90 120 120 150 480
D1 450 390 480 840 2160
D2 330 950 360 870 2510
D3 330 500 390 570 1790
D4 540 660 390 330 1920
D5 420 630 390 510 1950
D6 420 580 420 660 2080
Toplam 15990 22085 16650 26420 81145

aNormal biiyiitme sartlarinda tutulan B4 ve B11 uyartim ortamlarinda bulunan inegdl cesidine ait
kulturler mikrobiyal kontaminasyon nedeniyle kaybedilmigtir.

bKltdr tabaklar ilk iki hafta sliresince 16 saat 1s1k/15° C ve 8 saat karanlk/15° C de tutulmuslardir.
cKultur tabaklari tim deney siresi boyunca 16 saat 1s1k/22° C ve 8 saat karanlik/17° C de tutulmuslardir.



(2iP)) veya her iki gruba ait BBD igcermektedir. Tim uyartim ortamlarinda karbon kaynagi
olarak sukroz kullanilmistir. Bununla beraber sukroz konsantrayonunun ginogenesis cevabi
Uzerine olabilecek olan etkisinin test edilmesi amaciyla bazi uyartim ortamlari farkli miktarlarda
sukroz ile hazirlanmistir. Tim uyartim ortamlarinda pH 5,75 olarak ayarlanmistir. Katilastirici
ajan (Difco Bacto) eklenmesinden sonra ortamlar 121° C de 15 dakika otoklavlanarak setril
hale getiriimislerdir. Steril kabin igerisinde her Petri tabagina (90x15 mm) yaklasik 25 ml
uyartim ortami dékulmuis ve burada katilasmasi beklenmistir. Her Petri tabagina 30 adet
acmamis cgicek tomurcugu eksplanti konulmus ve her uygulama icin 15 adet Petri tabagi
hazirlanmistir (450 tomurcuk). Hazirlanan kultirlerin yaklasik yarisi baglangigtan itibaren ilk
14 gln boyunca soguk 6n uygulamasina (16 saat 151k/15° C ve 8 saat karanhk/15° C) tabi
tutulmuslardir. Bu kultdrler 6n uygulama sonrasinda kulttrlerin diger yarisinin tutuldugu (16
saat 151k/22° C ve 8 saat karanlk/17° C) buyidtme odasina alinmiglardir. Kiltirler haftalik
olarak gozlemlenerek elde edilen veriler kayit altina alinmislardir. ilk haftalarda mikrobiyal
kontaminasyon bulunduran kulttrler uzaklastiriimistir. Kontaminasyonlar nedeniyle olusan
kayiplar g6z 6nine alinarak fazladan tomurcuk ekimleri yapilmistir. Tarsus ¢esidine gore
yaklasik iki hafta daha geg ciceklenen inegdl cesidine ait kiiltiirlerde yiiksek oranda gézlenen
mikrobiyal kontaminsyon nedeniyle yeni kllttrlerin olusturulmasi icin bliyuk ¢caba harcanmistir.
Yeni kdlturlerin olusturulmaya galigildigi ddnemde serada bazi glnlerde gunduz hava sicakhgi

35° C'yi agarak 45° C’ye kadar yukselmigtir.

Kalturlerde ginogenik kallus veya bitkicik ¢ikiglari yaninda somatik kokenli kallus ve stirglnlerin
olusumu takip edilmeye calisiimistir. Ginogenesis uyartimina olumlu karsilik veren gicek
tomurcuklari ginogenik bitkilerin hizli blyumelerinin saglanmasi amaciyla EM ortami (Jakse
vd., 2003) iceren Petri tabaklarina transfer edilmiglerdir. Daha sonra tomurcuklardan gikmakta
olan ginogenik bitkiler gelismelerine devam etmeleri igin 12 mI MS (Murashige ve Skoog, 1962)
ortami igeren tuplere transfer edilmislerdir (Sekil 2H). Uyartim ortamlarindaki tomurcuklardan
elde edilen tim bitkicikler tiplere alinmislardir. Denemelerde elde edilen somatik bitkilerin
bazilari ginogenik bitkilerle karsilastirmak amaciyla buyutilimuslerdir. Gelismeye devam eden

bitkilerde ploidi testi yapiimistir.
3.2.2 Deney I

Projenin ikinci yilinda, Tarsus ve inegél gesitleri yaninda (g islah hattindan (TK, PR2 ve PR6)
alinan gicek tomurcuklari eksplantlari kullanilarak ginogenik bitki tGretimi gergeklestiriimistir. Bu
deneyde toplam yedi uyartim ortaminin bes pirasa hattina ait tomurcuklarda ortaya ¢ikaracagi
ginogenesis cevabin tespit edilmesi hedeflenmistir (Tablo 4). Kullanilan uyartim ortamlarinin
iki adeti BDS, ¢ adeti MS ve iki adeti B5 temellidir. Bu ortamlardan Ugu (A, B11 ve D7) BBD



Tablo 4. Deney II'de kullanilan ginogenesis uyartim ortamlari ve icerikleri

igerik

Oksin Sitokinin Karbon Katilagtiric
Uyartim ortami 2,4-D (mg/l) NAA (mg/l) BAP (mg/l) 2iP (mg/l)  Sukroz (g/l) Agar (g/l)
aBDS temelli
A 2 2 - 100 7
A4 - 100 7
bMS temelli
B5 2 2 - 100 8
B11 - - - 100 8
B12 - - 8 100 8
°B5 temelli
D1 2 2 - 100 7
D7 - - - 100 7

aBohanec ve Jakse (1999).

bMurashige ve Skoog (1962).

¢Gamborg vd. (1968).

Tablo 5. Deney II'de kullanilan uyartim ortamlarinda kiiltiire alinan bes pirasa genotipine ait

cicek tomurcuklari

Genotipler?

Uyartim

ortami inegbl Tarsus TK PR2 PR6 Toplam
A 600 690 600 120 150 2160
Ad 750 720 780 785 1230 4265
B5 801 600 630 300 240 2571
B11l 750 690 690 1170 1230 4530
B12 750 630 690 1080 1260 4410
D1 720 570 750 90 90 2220
D7 750 750 720 1110 1200 4530
Toplam 5121 4650 4860 4655 5400 24686

alnegdl ve Tarsus hatlari acik tozlanan standart gesitlerdir. TK, PR2 ve PR6 agik tozlanan seleksiyon

materyalleridir.



icermezken, tc¢l 2,4-D (2 mg/l) ve BAP (2 mg/l) ve biri 2ip (8 mg/l) ve NAA (1 mg/l) icerecek
sekilde hazirlanmistir. Yedi ortamin hepsinde 100 g/l sukroz kullanilmigtir. Uyartim

ortamlarinin hazirlanmasi ile ilgili diger detaylar Deney I'de verildigi gibidir.

Calismada yer alan her pirasa hattindan yaklasik bes bin ¢icek tomurcugu (~25 bin)
kullanilarak 1slah programlari icin yeterli sayida ginogenik pirasa bitkileri Uretiimeye
cahisiimistir (Tablo 5). Ginogenesis uyartimi ile ilgili uygulamalar Deney I'de belirtildigi sekilde
gerceklestirilmigtir.

3.3 Flow sitometri (FCM) ile gekirdek DNAsI miktari belirleme ve ploidi seviyesi tespiti

Farkli kaynaklarda tetraploid pirasa genomunun biyUkliga ~50 pg/2C ve ~60 pg/2C verilmigtir
(Arumuganathan ve Earle, 1991; Zonneveld vd. 2005). Cok blylk bir genoma sahip olan
pirasa bitkilerinde FCM ile ploidi seviyesi belirleme islemi gergeklestirilebilmek amaciyla pratik
bir yontemin gelistiriimesi gerekmektedir. Projede FCM ile ploidi seviyesi belirlenmesi icin ilk
asamada tohumdan yetistirilen donor bitkilerin ¢gekirdek deoksiribontkleik asit (DNA) miktarlar
tespit edilmistir. Alan vd. (2007a) tarafindan yayinlanmis olan protokol modifiye edilerek pirasa
cekirdek DNA sinin 6lcimu icin bir yontem gelistirilmistir. Cekirdek DNA miktari 10,1 pg/2C
olarak testpit edilmis olan arpa (Hordeum vulgare) igsel kontrol olarak kullanimistir
(Arumuganathan ve Earle, 1991). Genellikle DNA miktari hesaplanmak istenen bitkiden ve
icsel kontrol olarak kullanilan bitkiden esit miktarlarda taze yaprak dokusu alinmasi
Onerilmektedir (Alan vd., 2007a). FCM prosedurinin uygulanmasi 6zetle soyledir. Pirasa ve
icsel kontrol bitkisine ait taze yapraklar (her bitkiden yaklasik 50 mg kadar) bir makas
yardimiyla kesilirve 1slak buz kutusunda bekletilen 65x15 mm’lik Petri tabaklarina konur.
Yaprak orneklerinin bulundugu Petri tabaklarina 1.5 ml ¢ekirdek izolasyon tamponu (NIB;
Tablo 6) konur ve yapraklar bir jilet yardimi ile homojenize edilir. Cekirdek stispansiyonu naylon
filtre ile sUzllerek 1,5 ml' lik Eppendorf tiplinde toplanir. Ornekler 8000 rpm’de 5 saniye
santriflj edilir. TUplerdeki stipernatant bosaltilir ve tip dibinde kalan ¢ekirdek peletinin bir stire
kurumasi beklenir. Daha sonra tuplere 300 ml NIB eklenir ve tlpler vortekslenir. Boyama amaci
ile her tipe optimal boyamay! saglayacak olan miktarda Pl eklenir. FCM analizi i¢in Petri
tabaklarina konan pirasa ve arpa (Hordeum vulgare cv. Scarpia) yaprak ornekleri soguk
NIB'de homojenize edilmistir. Pirasanin g¢ekirdek DNA larinin iyi boyanmasi igin uygun
propidyum iyoddr (Pl) miktarinin belirlenmesi ve boyama icin gerekli kosullarin optimize
edilmesi i¢in Alan vd. (2007a) tarafindan kullanilan protokolde bazi degisikliklere gidilmigtir.
Her pirasa dondr hatlarina ait fidelerden hazirlanan érneklerle yapilan boyama denemesinde
tiplere 1, 5 veya 10 mg/ml konsantrasyonlari olarak hazirlanmig PI'dan 10 ul eklenmistir.
Cekirdek DNA bulunduran tuplerinin yarisi 38° C ye ayarlanmis su banyosunda tutulmusglardir.

Tiplerin diger yarisida oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. inkiibasyon isleminden sonra



Ornekler FCM analizine kadar 1slak buz kutusunda bekletiimislerdir. Tim &rnekler
hazirlandiklari giin analiz edilmiglerdir. FCM analizi igin arpaya ait 2C piki 50 ile 100 kanallari
arasina gelecek sekilde konumlandiriimistir. Pirasa materyallerinin DNA miktarlari Dolezel ve

Bartos (2005) tarafindan gelistiriimis olan fomule gére hesaplanmistir.
DNA miktari hesaplamada kullanilan formdl:

“Ornegin nikleer DNA miktari = (6rnek pirasa bitkisinden elde edilen floresan degeri/ arpa’dan

elde edilen floresan degeri) X 10,1 pg (i¢sel kontrol olarak kullanilan arpa’nin DNA miktar)” .

Projede uyartim kdilturlerinden elde edilen ve analiz i¢in yeterli miktarda yaprak o6rnegi
toplanabilen tum bitkiler FCM ile analiz edilmistir. Aklimize olan ve serada buyuyen tum
ginogenik bitkilerde muhtemel ploidi degisimlerinin tespiti edilmesi igin ikinci kez analiz
yapiimistir. Pirasa bitkilerinin ploidi seviyeleri sahip olduklari ¢ekirdek DNA si miktarinin i¢sel
standartla (arpa) karsilastiriimasiyla tepit edilmistir. Miksoploidi durumunun tespit edilmesi icin
2C (G0/G1) ve 4C (G2/M) piklerinde 6lgiilen gekirdeklerin oranlari hesaplanmistir. Orneklerde
2C ve 4C de bulunan g¢ekirdeklerin oranlarinin ayni olmasi veya 4C de bulunan c¢ekirdeklerin
2C de bulunan cekirdeklerden daha fazla olmasi durumunda o6rnegin alindigi bitkinin

miksoploid olduguna karar verilmistir.

Tablo 6. Cekirdek izolasyon tamponu (NIB, pH 5,75) kompozisyonu (100 ml igin).

Kimyasal Kimyasal miktan Final konsantrasyon|?
HEPES 360 mg 15 mM
Na;EDTA 37.22 mg 1 mM

KCI 597 mg 80mM

NaCl 116.9 mg 20 mM

Triton X-100 200 ul % 0.2 (v/v)
Sukroz 10.3 g 300 mM
Spermin 17.4 mg 0.5 mM

PVP-40 1g %1




3.4 Bitkilerin in vivo Kosullara Alistiriimalari ve Biiyiitiilmeleri

Kilturlerden elde edilen bitkileri tUplerden cikartiimis ve kék kisimlarindaki besi ortami
kalintilari musluk suyu ile temizlendikten sonra otoklavlanmis torf ve perlit karisimi (2:1) iceren
kicuk saksilara dikilmiglerdir. Saksilar steril su ile sulandiktan sonra transparan bir naylon
torba ile ortilmus, 17° C/18 saat aydinlik i¢in ayarlanmis olan biyitme kabinine konmusglardir.
Bu islemden iki hafta sonra naylon torbada kigik acikliklar olusturulmus ve bir ay kadar
sonrada naylon tamamen uzaklastirilmistir. Bitkilerin gelisim durumlarina goére buyitme
kabininden sera ortamina transfer edilmeleri saglanmistir. Isitmasiz cam serada 7 L lik
saksilara aktarilan bitkilerin burada blyumeleri ve c¢igeklenmeleri saglanmistir. Dig ortama
alistirilan bitkilerin blylmeleri takip edilecek ve sahip olduklari 6zellikler kayit altina alinmistir.
Tum bitkilerde ilk yil morfolojik 6zellikleri kayit altina alinmistir. Projenin ilk asamasinda Uretilen
bitkiler ikinci yil ¢igceklenme, polen canhligi ve tohum verimi potansiyelleri agisindan

kargilastiriimiglardir.

3.5 Cigeklenen Ginogenik Bitkilerde Polen Canlilig: Testi

Laboratuvara getirilen her pirasa umbellerinden, polen canlilik testi yapmak amaciyla, heniz
antesis asamasina yeni ulasmis dorder tomurcuk alinmistir. Her bir tomurcuktan birer anter
alinarak bir lam Uzere yerlestiriimistir. Anterler Gzerine bir damla Asetokarmin (0,01 g/ml)
damlatildiktan sonra ezilerek polenlerin serbest kalarak boyanmasi saglanmistir. Boyanmig
ornekler Gzerine bir lamel yerlestirildikten sonra her bitkiden 200-400 polen bir 1s1k mikroskobu
(40x) yardimiyla gézlenmiglerdir. Dolgun ve pembe renkli polenler saglikli ve verimli (fertil),
bizik ve iyi boyanmayan polenler ise verimsiz (steril) olarak kabul edilmiglerdir. Yapilan
canlilik testinde % 80 ve daha fazla canli polen Ureten bitkiler verimli olarak kabul edilmislerdir.
Cicek tomurcugu dondru olarak kullanilan tim bitkilerde ginogenesis uyartim deneylerine dahil
edilmeden 6nce polen canliligi testi yapiimistir. Cigceklenme asamasinda olan ginogenik ve

somatik kdkenli bitkilerde tomurcuk ve anterler bayuklukleri gdzlenmigtir.
3.6 Ginogenik Bitkilerde Tohum Uretimi

Mayis ayinda gigceklenmeye baslayan pirasa umbellerinde bulunan ¢igek tomurcuklari farkh
zamanlarda antesis seviyesine ulasir. Bir umbeldeki tomurcuklarin tamamen agmasi uzun bir
sure alir (yaklasik bir ay). Isitmasiz cam sera icerisinde boceklerden arindiriimig bir bélmede
tutulan bitkilerin gicekleri her sabah bir temiz yagli boyasi firgasi yardimiyla kendi polenleriyle
kendilenmistir. Bu iglem tim umbellerde ¢iceklenmenin tamamlanmasina kadar devam
ettirilmistir. Umbeller Gzerlerindeki c¢igekler kuruyup tohumlar gdérinmeye baslayinca

bitkilerden kesilerek tamamen kurumalari igin kasalarda bekletilmislerdir. Kuruyan tohumlar



temizlenerek sayillmiglardir. Kendileme ve tohum elde etme iglemleri Deney | kapsaminda

uretilip 2016 yilinda giceklenen Tarsus dondérlne ait materyallerde gergeklestiriimigstir.
3.7 istatistiksel Analiz

Ginogenesis uyartim deneyleri (I ve 1l) 2014 ve 2015 yillarinda gercgeklestiriimistir. Deney |
kapsaminda iki OP standart pirasa c¢esidine ait agmamis cigcek tomurcuklarinin 44 farkl
uyartim ortaminda soguk oOnuygulamali ve 6énuygulamasiz olarak hazirlanan kultirlerde
gOsterdikleri ginogenesis cevaplari test edilmistir. Deney Il kapsaminda bes OP pirasa
genotipinden alinan tomurcuklarin yedi farkli uyartim ortaminda énuygulamasiz olarak kilttire
edilmesiyle ginogenesis cevabi uyartimi ve ginogenik bitki Gretimi hedeflenmistir. Deneylerde
ayni icerige sahip uyartim ortami ve ayni genotipe ait tomurcuklari bulunduran her Petri tabagi
bir tekerrur olarak kabul edilmistir. Tekerrurlerin sayisi donor pirasa materyallerinden uygun
cicek tomurcuklarinin bulunmasina gére Ug ile 42 arasinda degismektedir. Ginogenik cevap
(kaltire alinmis tomurcuklarda ginogenik bitkiciklerin Gretimi) ve ginogenik bitkilerin
uretimindeki farklliklar her deneysel Unitedeki rejenerasyon oranlari alinarak ANOVA ile analiz
edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar MINITAB istatistiksel Paket programi kullanilarak
Tukey (P<0,05) ile test edilmigtir. Serada buyatilen bitkilerin yalanci gévde ¢aplari, yalanci
gbvde uzunluklari, tam bitki boylari ve tohum verimleri ayni sekilde Tukey (P<0,05) ile test

edilmigtir.

4. BULGULAR

4.1. Pirasada Ginogenesis Uyartiminin Optimizasyonuna Yénelik Uygulamalar
4.1.1 Deney |

Projenin ilk asamasinda gerceklestirilen Deney | kapsaminda inegdl ve Tarsus pirasa
cesitlerine ait bitkilerden alinan 82 bin civarinda agmamis cigcek tomurcugu eksplant
kullaniimistir. Deney I'de inegdl ve Tarsus donér bitkilerinin umbellerinden alinan agmamis
tomurcuklarinin BDS, MS modifiye MS (MMS) ve B5 temelli ortamlarda (toplam 44 besi ortami)
soguk onuygulamali ve onuygulamasiz olarak kulture edilmelerinin ginogenesis uyartimina
verdikleri cevaplar gdézlenmis ve Karsilastiriimistir (Tablo 7 ve 8). inegdl ve Tarsus
gesitlerinden alinan tomurcuklar genelde BDS, MS, MMS ve B5 temelli uyartim ortamlarinin
buyuk bir cogunlugunda ginogenesis cevabi gostermistir. Pirasa tomurcuklarinin ginogenesis
cevabi gostermesi kulture alinmig tomurcuklarda ginogenik bitkiciklerin Gretilmesi anlaminda
kullaniimisgtir. Kulturlerde onuygulama ve genotip etkisi hesaba katiimaksizin yapilan

karsilastirmada deney I'de elde edilen en ylksek ginogenesis cevaplari A4 (% 3, 33), B11 (%



6,67), C4 (% 3,33) ve D5 (% 3,22) ortamlarinda olusturulan kultirlerden elde edilmistir. Bu
ortamlardan A4 ve B11 ortamlari BBD icermezken, C4 ortami 1 mg/l NAA ve D5 1 mg/l BAP
icermektedir. ilk ¢ ortam (A4, B11 ve C4) 100 g/l sukroz igerirken D5 ortaminda ise 75 g/l
sukroz bulunmaktadir. iki pirasa genotipine ait tomurcuklarin B, B1, B4 ve C2 ortamlarinda
ginogenesis cevabi gostermedikleri ortaya ¢cikmigtir. Bu ortamlardan B, B1 ve B4 MS temellidir.
B ortami BBD igermez ve 30 g/l sukroz ile hazirlanmigtir. B1 ortami 2 mg/l BAP ve 30 g/l sukroz
ile hazirlanmigtir. B4 ortami ise 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l BAP ile 15 g/l sukroz igermektedir. MMS

temelli olan C2 ortaminda ise 8 mg/l 2iP ve 100 g/l sukroz ile hazirlanmigtir.

Deney | kapsaminda inegél dondriinden 36 ve Tarsus donériinden 191 olmak lzere toplam
227 ginogenik bitki elde edilmistir. Kaltlr tlplerinde saglikh olarak buyimeye devam eden

ginogenik bitkiler sahip olduklari ploidi seviyelerinin tespiti icin FCM ile analiz edilmiglerdir.

4.1.1.1 Inegol Genotipine Ait Tomurcuk Eksplantlarinda Ginogenesis Uyartimi

inegdl genotipine ait tomurcuklarla gergeklestirilen calismalarda dnuygulamaya tabi tutulan
15990 tomurcuktan toplam 50 (% 0,31) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir (Tablo 7). Elde
edilen ginogenik bitkiciklerin 29 tanesi (% 0,18) gelismeye devam ederek blylumuslerdir (%
58). On uygulamasiz olarak kuiltiirde tutulan 22085 tomurcuktan toplam 14 (% 0,06) ginogenik
bitkicik Uretilmistir. Bunlarin yarisi (% 0,03) gelismeye devam ederek bitki haline déndsmustur
(% 50). Hem BBD igeren hemde BBD igermeyen ortamlarda kiiltiire alinmis olan inegdl
cesidine ait tomurcuklarda ginogenik bitkicik gelisimi gdzlenmistir. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizi dnuygulamali veya 6nuygulamasiz olarak farkh uyartim ortamlarindaki
kilturlerden elde edilen ginogenik bitkicik oranlari arasinda onuygulamasiz BDS temelli

ortamda olusturulan kulttrler disinda énemli farklarin bulunmadigini géstermistir.

inegél genotipi ile gerceklestirilen dnuygulamal kiiltiirlerde en yiiksek ginogenesis cevabi BDS
temelli uyartim ortamlarinda gézlenmigtir. Onuygulamali BDS temelli ortamlarda ortalama %
0,36 oraninda ginogenik bitkicik tretimi gergeklesmistir. Onuygulamali A3, A6, A7, A8, A10 ve
A12 kultirlerinde % 0,42 ile 1,33 arasinda degdisen oranlarda ginogenesis uyartimi (ginogenik
bitkicik Uretimi) saglanmistir. Diger onuygulamali BDS temelli uyartim kultlrlerinde ise
ginogenesis uyartimi gergeklesmemistir. Onuygulamali BDS ortamlarinda dretilen ginogenik
bitkiciklerin 12 adeti (% 0,23) tipte gelismeye devam ederek bitki haline gelmistir (% 63,15)
On uygulamanin yapiimadigi BDS temelli ortamlarda ginogenik bitkicik Gretimi % 0.15

oraninda gerceklesmistir. Bu kultirlerde ginogenik cevap A3, A4, A6 ve A8 ortamlarinda %



0,16 ile 3,33 arasindaki oranlarinda gecgeklesmistir. BBD icermeyen A4 ortaminda
énuygulmasiz olarak kiiltiire edilen inegdl genotipine ait tomurcuklarda diger ortamlara gére
dnemli oranda daha yliksek ginogenesis cevabi saglamistir. Onuygulmasiz olarak A4 ortamina
ekilen inegél gesidine ait 90 tomurcuktan g ginogenik bitkicik (% 3,33) elde edilmistir. Bu
kulturden elde edilen bitkiciklerin iki tanesi (% 2,22) tipte buyimeye devam etmigtir (% 66,67).
Onuygulamasiz BDS killtiirlerinden elde edilen ginogenik bitkiciklerin alti tanesi (% 0,08) tiipe
aktarildiktan sonra bitki asamasina gelmistir (% 54,54).

inegél gesidine ait tomurcuklarin énuygulamali olarak MS temelli ortamlarda kiiltire ediimesi
ile 11 ginogenik bitkicik (% 0,25) elde edilmistir. Onuygulamali B5, B6 ve B11 kodlu ortamlarda
% 0,22 ile 1,78 arasinda ginogenik bitkicik eldesi saglanmistir. Bu bitkilerin sekiz adeti (% 0,18)
bitki haline donusmustur (% 72,73). Ginogenik bitkicik Uretiminin saglandigi B11 ortami BBD
icermemektedir. inegdl cesidine ait tomurcuklarla dnuygulamasiz olarak MS temelli ortamlarda
olusturulan kdltirlerde ginogenesis uyartimi gézlenmemistir. Onuygulama yapilmamis MS
temelli tomurcuk kaltirleri mikrobiyal kontaminasyon nedeniyle hemen hemen tamamen
kaybedilmis oldugu i¢in yeniden hazirlanmistir. Yeniden hazirlanan kaltirlerde ginogenesis

cevabi gézlenmemigtir.

Onuygulamali olarak modifiye MS (MMS) temelli ortamlarda kiiltire alinmis olan inegdl
cesidine ait gicek tomurcuklarinda 13 adet ginogenik bitkicik (% 0,33) gelisimi goézlenmistir.
C1, C3, C4, C6, C7 ve C10 kodlu ortamlarda inegél tomurcuklaridan elde edilen ginogenik
cevaplar % 0,24 ile 1.18 arasinda gergeklesmistir. Bu bitkilerin alti adeti (% 0,15) gelismeye
devam ederek bitkiye déntismustir (% 46,15). Onuygulama yapilmamis MMS temelli tomurcuk
kultdrlerinin ¢cogu mikrobiyal kontaminasyon nedeniyle kaybedilmis oldugu icin bu kultirler

yeniden hazirlanmistir. Yeniden hazirlanan kulttrlerde ginogenesis cevabi gozlenmemigtir.

Onuygulamali olarak B5 temelli ortamlarda kiiltiire alinmis olan inegdl cesidine ait cicek
tomurcuklarinda yedi adet ginogenik bitkicik (% 0,27) gelisimi gdézlenmigtir. D, D2, D3 ve D4
ortamlarinda énuygulamal olarak olusturulan kultarlerde % 0,30 ile 1,11 arasinda ginogenis
cevabi elde edilmistir. Bu bitkiciklerin sadece li¢ adeti (% 0,12) bitkiye dénusmustir (% 42,86).
Onuygulama yapiimayan B5 temelli ortamlarda inegdl gesidine ait tomurcuklarla baslatilan
kltirlerde g adet ginogenik bitkicik (% 0,08) retilmistir. Onuygulmasiz olarak ekilen inegdl
cesidine ait tomurcuklardan sadece D4 ortaminda kultire alinmig olanlarda % 0,45 oraninda
ginogenesis cevabi gozlenmigstir. Bitkiciklerin sadece bir tanesi (% 0,03) geliseye devam
ederek bitki haline gelmistir (% 33,3).



4.1.1.2. Tarsus Genotipine Ait Tomurcuk Eksplantlarinda Ginogenesis Uyartimi

Tarsus cgesidine ait tomurcuklarla kurulan énygulamaya tabi tutulmus 16650 tomurcuktan
toplam 87 (% 0,52) ginogenik bitkicik elde edilmigtir (Tablo 8). Bu uygulamadan elde edilen 51
bitkicik (% 0,31) gelismeye devam ederek buayumuslerdir (% 58,62). Ayni genotipten alinan ve
onuygulamaya tabi tutulmayan 27320 tomurcukla olusturulan kilttrlerden toplam 226 (% 0,83)
ginogenik bitkicik Uretilmistir. Bunlardan 140 bitkicik (% 0,51) gelismeye devam ederek bitki
haline doéndsmustir (% 61,94). Tarsus c¢esidine ait tomurcuklarla énuygulamal ve
onuygulamasiz olarak olusturulan ginogenesis uyartim ortamlarinin buyudk bir cogunlugunda
ginogenesis cevabi elde edilmigtir. Elde edilen verilerle yapilan istatistiksel analizlere gére
Tarsus ¢esidine ait tomurcuklarla énuygulamali olarak gergeklestirilen kultirlerden elde edilen
ginogenesis cevap oranlari arasinda o6nemli farkhliklar bulunmamistir. Ayni ceside ait
tomurcuklarla 6nuygulmasiz olarak gerceklestirilen kultirlerden elde edilen ginogenesis cevap

oranlari arasinda ise 6nemli farkliliklar bulunmustur.

Tarsus cgesidine ait tomurcuklarla énuygulama yapiimis BDS temelli ortamlarda olusturulan
kultirlerde 30 ginogenik bitkicik (% 0,57) elde edilmistir. Onuygulamali A, A1, A2, A3, A4, A5,
A8 ve A12 kllturlerinde % 0,44 ile 2,00 arasinda degisen oranlarda ginogenesis uyartimi
saglanmistir. Diger 6nuygulamali BDS temelli uyartim kiiltirlerinde ise ginogenesis uyartimi
gerceklesmemistir. Bu uygulamada elde edilen 19 bitkicik (% 0,36) gelismeye devam ederek
buyumastur (% 63,33).Ayni ceside ait tomurcuklarla 6nuygulamasiz olarak BDS temelli
ortamlarda olusturulan kultirlerde 84 ginogenik bitkicik (% 0,80) dretilmigtir. A, A5 ve A7
haricindeki BDS temelli kiltirlerde % 0,10 ile 2,62 arasinda degisen oranlarda ginogesis
cevabi g6zlenmistir. Bunlardan 61 bitkicik (% 0.58) gelismeye devema ederek bitki haline
gelmistir (% 72,62).

MS temelli ortamlarda 6nuygulamali kilttrlere ekilen Tarsus gesidine ait tomurcuklardan 11
ginogenik bitkicik (% 0,24) elde edilmistir. Onuygulamali B5, B7, B8 ve B9 kiiltiirlerine ekilmis
olan Tarsus gesidine ait tomurcuklarindan % 0,26 ile 1,43 arasinda degisen oranlarda
ginogenesis uyartimi saglanmistir. Ginogenik bitkiciklerden alti tanesi (% 0,13) bitkiye
doéndsmastur (% 54,55). Ayni geside ait tomurcuklarla olusturulan énuygulamasiz MS temelli
kulturlerde 48 ginogenik bitkicik (% 0,70) elde edilmigtir. B, B1 ve B4 disindaki diger MS temelli
kilturlerde % 0,13 ile 6,67 arasinda ginogenesis cevabi elde edilmigtir. Tarsus gesidine ait
tomurcuklar en yuksek ginogenesis cevabi 6nuygulamasiz olarak B11 ortaminda olusturulan
kiltirlerde gostermislerdir. Onuygulamasiz B11 kiiltirinde bulunan Tarsus gesidine ait 150
tomurcuktan 10 ginogenik bitkicik (% 6,67) elde edilmistir. Bu ortamda elde edilen tim
bitkicikler geliserek bitkiye déntismuslerdir. Tarsus ¢esidine ait tomurcuklarin BBD igermeyen

B11 ortaminda gdsterdikleri ginogenesis cevabi miktari Deney I'de elde edilen en yuksek



ginogenesis basarisi oranidir. Onuygulamasiz olarak MS temelli kiiltirlerden elde edilen 34
(% 50) bitkicik geligerek bitkiye donugmustur (% 74,47).

MMS temelli ortamlarda énuygulamali kiltirlere ekilen Tarsus c¢esidine ait tomurcuklardan
toplam 22 ginogenik bitkicik (% 0,51) elde edilmistir. Onuygulamali sekiz MMS temelli ortamda
(C, C1, C4, Co, C7, C8, C9 ve C10) ekilmis olan Tarsus ¢esidine ait tomurcuklarindan % 0,16
ile 1,54 arasinda degisen oranlarda ginogenesis uyartimi saglanmistir. Bunlardan 13
ginogenik bitki (% 0,30) tretilmistir (% 59,09). Onuygulamasiz olarak MMS kiltrlerine ekilmig
olan Tarsus ¢egidine ait tomurcuklardan toplam 41 (% 0,72) ginogenik bitkicik elde edilmistir.
Onuygulamasiz yedi MMS temelli ortamda (C, C3, C4, C5, C6, C8 ve C10) kiiltiirlerine ekilmig
olan Tarsus ¢esidine ait tomurcuklarindan % 0,29 ile 3,33 arasinda degisen oranlarda
ginogenesis cevabi gézlenmistir. Onuygulamasiz C4 kdltiriinde bulunan Tarsus gesidine ait
450 tomurcuktan 15 ginogenik bitkicik (% 3,33) elde edilmistir. Bu ortamda elde edilen
bitkiciklerden yedi tanesi (% 1,56) geliserek bitkiye dénismuslerdir (% 46,6). Tarsus ¢esidine
ait tomurcuklarin 1 mg/l NAA iceren C4 ortaminda gosterdikleri ginogenesis cevabi miktari
Deney I'de elde edilen yliksek ginogenesis basarisi oranlarindan biridir. Onuygulamasiz olarak
MMS temelli kilttirlerden elde edilen 16 (% 0,28) bitkicik geliserek bitkiye dénismustir (%
36,36).

Onuygulamali olarak B5 temelli ortamlarda kiltire alinmig olan Tarsus cesidine ait
tomurcuklarinda 24 ginogenik bitkicik (% 0,94) gelisimi gdzlenmistir. Onuygulamali kiltirlerde
bulunan Tarsus gesidine ait tomurcuklarda D ortami digindaki ortamlarda (D1, D2, D3, D4, D5
ve D6) % 0,26 ile 1,66 arasinda dedisen oranlarda ginogenis cevabi elde edilmigtir.
Onuygulamali B5 temelli kiiltirlerden elde edilen bitkiciklerin 13 tanesi (% 0,51) bitkiye
dénusmustir (% 54,16). Onuygulama yapilmayan B5 temelli ortamlarda Tarsus gesidine ait
tomurcuklarla baglatilan kiltirlerde 53 ginogenik bitkicik (% 1.23) dretilmistir. Onuygulamasiz
olarak B5 temelli ortamlarda kultire alinmis olan Tarsus ¢esidine ait tomurcuklar D1, D2, D5
ve D6 ortamlarinda % 0,15 ile 3,22 arasinda ginogesis cevabi gostermiserdir. Deney | de B5
temelli kultirlerde gorulen en yiuksek ginogenesis cevabil 6nuygulamasiz olarak D5 ortamina
ekilmis olan Tarsus c¢esidine ait tomurcuklar gostermistir. Sadece 1 mg/l BAP igceren D5
ortamina ekilmis olan 900 tomurcuktan 29 ginogenik bitkicik (% 3,22) Uretilmistir. Bu kiltlrde
edilen bitkiciklerin 14 tanesi (% 1,56) geliserek bitkiye dontismustir (% 48,28). Onuygulamasiz
olarak B5 temelli kilttrlerden elde edilen bitkiciklerin 29 tanesi (% 0,67) geliserek bitkiye
donidsmastir (% 54,72).



Tablo 7. Deney | kapsaminda farkli ginogenesis uyartim ortamlarinda kiiltiire alinan inegél

genotipine ait ¢cicek tomurcuklarinda goézlenen ginogenik cevaplar

Genotip
inegol Onuygulama? Onuygulamasiz®

Bitkiye Bitkiye
Uyartim Ekilen Ginogenik Ginogenik donisim Ekilen Ginogenik Ginogenik donisim
ortami tomurcuk bitkicik (%)° bitki (%)° orani® tomurcuk bitkicik (%)¢  bitki (%)° orani®
A 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 690 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
Al 360 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 630 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
A2 330 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 840 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
A3 450 3(0,67)A 2 (0,45)A 66,67 520 6(1,11)B 4 (0,74)A 66,67
A4 150 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 90 3(3,33)A 2 (2,22)A 66,67
A5 30 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 120 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
A6 420 3(0,71)A 1 (0,24)A 33,33 570 1(0,18)B 0 (0,00)A 0
A7 600 3(0,50)A 0 (0,00)A 0 450 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
A8 450 6 (1,33)A 6 (1,33)A 100 630 1(0,16)B 0 (0,00)A 0
A9 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 540 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
A10 450 3(0,67)A 2 (0,44)A 66,67 660 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
Al1l 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 510 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
A12 240 1 (0,42)A 1(0,42)A 100 630 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
Al13 330 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 510 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
>BDS 5160 19 (0.36) 12 (0.23) 63,15 7390 11 (0.15) 6 (0.08) 54,54
B 150 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 200 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B1 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 280 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B2 360 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 570 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B3 240 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 840 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B4 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 0 - - -
B5 450 8 (1,78)A 7 (1,56)A 87,5 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B6 450 1 (0,22)A 0 (0,00)A 0 500 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B7 330 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 750 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B8 330 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 600 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B9 480 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 650 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B10 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 540 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
B11 300 2 (0,60)A 1 (0,30)A 50 0 - - -
>MS 4410 11 (0.25) 8(0.18) 72,73 5380 0 0 0
C 390 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 550 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
C1 420 1(024A  0(0,00A 0 520 0(0,00A 0 (0,00A 0
c2 390 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 660 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
(ox] 510 6 (1,18)A 4(0,78)A 66,67 360 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
c4 300 1(0,33)A 0 (0,00)A 0 780 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
c5 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 530 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
c6 390 1 (0,26)A 1 (0,26)A 100 510 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
c7 300 1(0,33)A 0 (0,00)A 0 660 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
cs8 120 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 90 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
c9 30 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 180 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
C10 570 3(0,53)A 1(0,18)A 33,33 645 0 (0,00A 0 (0,00)A 0
SMMS 3840 13 (0.33) 6 (0.15) 46,15 5485 0 0 0
D 90 1(1,1DA 0 (0,00)A 0 120 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
D1 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 390 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
D2 330 1 (0,30)A 0 (0,00)A 0 950 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
D3 330 1 (0,30)A 0 (0,00)A 0 500 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
D4 540 4(0,74)A 3(0,37)A 75 660 3(0,45)A 1 (0,15)A 33,33
D5 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 630 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
D6 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 580 0 (0,00A 0 (0,00A 0
>B5 2580 7(0.27) 3(0.12) 42,86 3830 3(0.08) 1 (0.03) 33,3
Toplam 15990 50 (0,31) 29 (0,18) 58 22085 14 (0,06) 7 (0,03) 50

aTomurcuklar uyartim ortamlarina ekildikten sonra 15° C'de 14 guin dusik sicaklik uygulamasina maruz
birakilmistir. Tomurcuklar daha sonra normal sicaklik sartlarina alinmislardir.

bTomurcuklara herhangi bir sicaklik uygulamasi yapilmamistir.

¢cAyni harfleri almis degerler arasinda istatistiksel olarak énemli farklar bulunmamaktadir (Tukey,
P>0.05).

dGinogenik bitkiye doniisiim orani, ginogenik bitkicik sayisina gore yiizdelik alinarak hesaplanmistir.



Tablo 8. Deney | kapsaminda farkli ginogenesis uyartim ortamlarinda kiiltiire alinan Tarsus
genotipine ait ¢cigek tomurcuklarinda gézlenen ginogenik cevaplar

Genotip
Tarsus On uygulama? On uygulamasiz®

Bitkiye Bitkiye
Uyartim Ekilen Ginogenik  Ginogenik  doniligim Ekilen Ginogenik  Ginogenik  doénilisiim
ortami tomurcuk  bitkicik (%)°  bitki (%)° orani’ tomurcuk  bitkicik (%)°¢  bitki (%)° orani®
A 450 9 (2,00)A 6 (1,33)A 66,66 810 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
Al 450 3(0,67)A 3(0,67)A 100 1200 12 (1,000A 9 (0,75)A 75
A2 450 5 (1,11)A 1(0,22)A 20 480 6 (1,25)A 3(0,63)A 50
A3 450 4 (0,89)A 3(0,67)A 75 720 1(0,14)A 1(0,14)A 100
A4 120 2 (1,67)A 2 (1,67)A 100 150 1 (0,67)A 0 (0,00)A o
A5 120 2(1,67A  2(167)A 100 210 0(0,000A 0 (0,00)A 0
A6 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 630 14 (2,22)A 13 (2,06)A 92,86
A7 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 730 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0
A8 390 3(0,77)A 0 (0,00)A 0 420 11 (2,62)A 9 (2,149A 81,82
A9 270 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 1020 1(0,10)A 0 (0,00)A 0
A10 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 1120 17 (1,49)A 13 (1,14)A 76,47
All 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 1090 11 (0,99)A 7 (0,64)A 63,64
A12 450 2 (0,44)A 2 (0,44)A 100 1080 9 (0,83)A 6 (0,56)A 66,67
A13 360 0 (0,00)A 0 (0,000A 0 850 1(0,12)A 0 (0,00)A 0
>BDS 5220 30 (0.57) 19 (0.36) 63,33 10510 84 (0.80) 61 (0.58) 72,62
B 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 210 0(0,00)B 0(0,00)B 0
B1 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 720 0(0,00)B 0(0,00)B 0
B2 330 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 750 1(0,13)B 1(0,13)B 100
B3 360 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 450 2(0,44)B 2 (0,44)B 100
B4 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 480 0(0,00)B 0(0,00)B 0
B5 300 2 (0,67)A 1(0,33)A 50 810 9(1,11)B 9(1,11)B 100
B6 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 450 5(1,11)B 2 (0,44)B 40
B7 420 6 (1,43)A 3(0,71)A 50 450 3(0,67)B 1(0,22)B 33,3
B8 420 2 (0,48)A 1 (0,24)A 50 570 5(0,88)B 4 (0,70)B 80
B9 390 1 (0,26)A 1 (0,26)A 100 870 3(0,34)B 1(0,11)B 333
B10 450 0(0,00A  0(0,00A 0 870 10(L15B 4 (0,46)B 0,40
B11 150 0(0,000A 0 (0,00)A 0 150 10 (6,67)A 10 (6,67)A 100
SMS 4560 11 (0.24) 6 (0.13) 54,55 6780 48 (0.70) 34 (0.50) 74,47
C 390 3(0,77)A 2 (0,51)A 66,66 690 10 (1,45)B 4 (0,58)A 40
c1 630 1(0,16)A 0 (0,00)A 0 600 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
c2 360 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 610 0 (0,00)B 0 (0,00)A 0
c3 450 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 1020 3(0,29)B 2 (0,20)A 66,66
c4 390 6 (1,54)A 3(0,77)A 50 450 15 (3,33)A 7 (1,56)A 46,66
C5 420 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 420 6 (1,43)B 2 (0,48)A 33,33
C6 420 3(0,71)A 1(0,24)A 33,33 540 1(0,19)B 0 (0,00)A 0
c7 510 5 (0,98)A 4 (0,78)A 80 720 0(0,00)B 0 (0,00)A 0
cs 180 1 (0,56)A 1 (0,56)A 100 120 2(1,67)B 0 (0,00)A 0
co 150 1(0,67)A 1(0,67)A 100 150 0(0,00)B 0 (0,00)A 0
C10 420 2 (0,48)A 1 (0,24)A 0 390 4 (1,03)B 1(0,26)A 25
SMMS 4320 22 (0.51) 13(0.30) 59,09 5710 41(0.72) 16 (0.28) 36,36
D 120 0 (0,00)A 0 (0,00)A 0 150 0(0,00)B 0 (0,00)A 0
D1 480 5 (1,04)A 4 (0,83)A 80 840 12 (1,43)B  8(0,95)A 66,66
D2 360 6 (1,66)A 1(0,28)A 16,66 870 11(1,26)B 7 (0,81)A 63,63
D3 390 6 (1,54)A 4 (1,03)A 66,66 570 0(0,00)B 0 (0,00)A 0
D4 390 3(0,77)A 3(0,77)A 100 330 0(0,00)B 0 (0,00)A 0
D5 390 1 (0,26)A 0 (0,00)A 0 900 29 (3,22)A 14 (1,56)A 48,28
D6 420 3(0,7D)A 1(0,24)A 33,33 660 1(0,15)B 0 (0,00)A 0
>B5 2550 24 (0.94) 13 (0.51) 54,16 4320 53 (1.23) 29 (0.67) 54,72
Toplam 16650 87 (0,52) 51 (0,31) 58,62 27320 226 (0,83) 140 (0,51) 61,94

aTomurcuklar uyartim ortamlarina ekildikten sonra 15° C'de 14 guin disik sicaklik uygulamasina maruz
birakilmistir. Tomurcuklar daha sonra normal sicaklik sartlarina alinmiglardir.
bTomurcuklara herhangi bir sicaklik uygulamasi yapilmamistir.
¢Ayni harfleri almis deg@erler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklar bulunmamaktadir (Tukey,

P>0.05).

dGinogenik bitkiye donlisiim orani, ginogenik bitkicik sayisina gore ylzdelik alinarak hesaplanmigtir.



4.1.1.3 Deney | Kapsaminda Kullanilan Donér Pirasa Bitkileri ve in vitro Kiiltiirlerden
Elde Edilen Bitkilerde FCM Analizi ile Ploidi Seviyesi Olgiimleri

ilk agamada FCM analizi ile (ilkemizde yogun olarak tarimi yapilan kiltir pirasalarinin gekirdek
DNA miktarinin tespiti icin glvenilir bir ydntem olusturulmustur. Bu amagla Alan vd. (2007a)
tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek pirasa 6rneklerinin analizi saglanmigtir. Pirasa
orneklerinde kullanilabilecek protokolde i¢sel kontrol olarak kullanilan arpa yapraklarinin 10
mg olarak kullanimi, cekirdek DNA sinin ¢okertilmesi amaciyla uygulanan sntrifigasyon iglemin
yapiimamasi, Pl miktarinin (1 mg/ml PI'dan her 6rnek i¢in 10 ul) degistiriimemesi ve drneklerin
PI eklendikten sonra oda sicakliginda 10 dakika inkube edilmesi gerekmektedir. Bu islemden
sonra islak buzda tutulan érnekler ayni gin FCM de analiz edilmislerdir. Pirasa ¢cekirdek DNA
sI miktari tespiti icin dondr genotiplere ait tohumlardan Uretilmis olan 3-4 yaprakl fideler
kullanilmistir. FCM analizi sonucunda tetraploid pirasanin somatik hicrelerinde ~60 pg/2C
DNA bulundugu tespit edilmistir. Bu durumda diploid ginogenik bitkilerin somatik hiicrelerinde
~30 pg/2C DNA bulunmasi beklenmektedir (Sekil 3A, B). FCM analizi icin yeterli miktarda
yaprak uretmis olan toplam 141 ginogenik bitkide ploidi analizi yapilmistir (Tablo 9). Ginogenik
bitkilerin yaklasik %70 lik kisminin diploid (1n = 2x), oldugu tespit edilmistir. FCM analizleri
ginogenesis yéntemi ile inegél ve Tarsus genotiplerinin her ikisinden de kromozom sayisi
yarilanmis bitkilerin basariyla Uretildigini gdstermistir. inegdl donériinden elde edilen 28
ginogenik bitkiden 14 tanesinde (% 50) ve Tarsus donérinden elde edilen 113 ginogenik
bitkiden 81 tanesinde (% 71,68) ~30 pg/2C DNA ya bulundugu tespit edilmigtir.

Toplamda test edilen 141 ginogenik bitkiden 95 tanesinin (% 67,38) diploid (2x) olduklari tespit
edilmistir. inegél donériinden elde edilen bir ginogenik bitkinin diploid ve tetraploid hiicreler igin
mixoploid (2x+4x) oldugu bunun disindaki tim ginogenik bitkilerin tetraploid (4x) oldugu
bulunmustur. Uyartim ortamlarinda kiiltiire konmus olan inegdl ve Tarsus donér bitkilerine ait
tomurcuklarin bazal kisimlarindan elde edilen somatik bitkilerde yapilan FCM analizinde
tamaminin tetraploid olduklari tespit edilmistir. Aklimize edildikten sonra serada buyutllen
ginogenik bitkilerde yapilan ikinci FCM analizi sayesinde in vitro asamada diploid sinifina
konmus olan dort ginogenik bitkinin buyume surecinde meydan gelen spontan kromozom
katlamasi ile tetraploid bitkilere donustukleri tespit edilmistir. Bu ginogenik bitkiler spontan

tetraploid olarak siniflandiriimistir.



Sekil 3. igsel kontrol olarak arpanin (Hv) kullanildigi tetraploid

materyallerinin FCM analizinde elde edilen histogramlar

ve diploid pirasa (Aa)
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A. Tetraploid (2n = 4x) pirasa fidesi. B. Diploid (1n = 2x) ginogenik pirasa bitkisi. 2C ve 4C pikleri GO/G1

ve G2/M agamalarini gdstermektedir.

Tablo 9. Deney | kapsaminda inegél ve Tarsus pirasa genotiplerinden elde edilen ginogenik

bitkilerin ploidi seviyeleri

Ploidi seviyesi

On uygulama

Analiz edilen

Genotip (+-) bitki sayisi 2x, no. (%) 2x+4x, no (%) 4x, no. (%)
inegél + 19 8 (44.44) 0 11 (61.11)
- 9 6 (66.66) 1(11.12) 2 (22.22)
Tarsus + 31 22 (70.97) 0 9 (29.03)
- 82 59 (71.95) 0 23 (28.05)
Toplam 141 95 (67.38) 1(0.72) 45 (31.92)



4.1.1.4 Deney | Kapsaminda inegél ve Tarsus Pirasa Genotiplerine Ait Ginogenik,

Somatik ve Tohumdan Uretilmis Bitkilerin Serada Biiyiitiilmesi ve Karakterize Edilmesi

Deney | kapsaminda in vitro kulturlerde Uretilen ginogenik bitkiler, somatik bitkiler ve donor
hatlara ait tohumlarin MS ortaminda ¢imlendiriimesiyle elde edilen fideler kiltur ortamindan
cikartilarak dis ortama aklimize edilmeye calisiimistir (Sekil 4A-F). Bu asamada bazi ginogenik
ve somatik kdkenli bitkilerde kayiplar meydana gelmistir. inegél donér materyalinden elde
edilmis olan sekiz diploid ginogenik bitki (% 57,14) ve 11 tetraploid ginogenik bitki (% 84, 62)
aklimize olmustur. Tarsus donor materyalinden Uretilmis olan 38 diploid ginogenik bitki (%
46,91) ve 30 tetraploid ginogenik bitki (% 93,75) aklimize olmustur. inegél dondr materyalinden
elde edilen 48 somatik kokenli bitki ve 10 fide ile Tarsus dondr materyalinden elde edilen 161
somatik kokenli bitki ve 10 fide aklimize edilerek kontrol materyali olarak blyutliimuslerdir.
Agustos ayinda yapilan gézlemlerde yalanci gévde ¢apl, yalanci gdévde uzunlugu ve tum bitki
uzunlugu élctimleri yapilmistir (Tablo 10; Sekil 5). inegdl cesidine ait materyallerde yapilan
Olcimlerde diploid ginogenik bitkilerin karsilastirildiklari tetraploid bitkilere gére daha ince
yalanci gévde ve daha kisa bitki uzunluguna sahip olduklari tespit edilmistir. inegél cesidine
ait materyallerde yalanci gévde uzunlugu icin yapilan dlgimlerde materyaller arasinda énemli
farklar gorilmemistir. Tarsus gesidine ait materyallerde diploid ve tetraploid ginogenik bitkilerin
somatik ve tohumdan duretilen bitkilere gére daha ince yalanci gévdelere sahip olduklari
bulunmustur. Diploid ginogenik bitkilerin boylarinin tetraploid olan diger bitkilerden dnemili
oranda daha kisa oldugu tespit edilmistir. Yalanci gévde uzunlugu dl¢imlerinde diploid ve
tetraploid ginogenik bitkiler ile tohumdan Uretilmis bitkiler arasinda énemli bir fark bulunmazken

somatik bitkilerin en uzun yalanci gévdelere sahip oldugu gézlenmigtir.



Sekil 4. Glnogenlk pirasa bitkilerinin dig ortama aklimize edilmeleri

A. Kulttr tipinde bulunan bir ginogenik pirasa bitkisi. B. Ginogenik bitkinin tipten gikartiimasi. C. Besi
ortamindan temizlenmis ginogenik bitkinin kiiguk saksiya aktarilmasi. D. Ginogenik bitkinin naylon poset
ile muhafaza edilmesi. E. Dis ortama adaptasyonun saglanmasi igin isi ve i1sik ayarli kabinde blyitme.
F. Dis kosullara adapte olmus ve seraya transfer edilmeye hazir ginogenik bitkiler.

Sekil 5. Deney | kapsaminda elde edilen ginogenik pirasa bitkilerinin serada buyuatilmeleri
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Tablo 10. inegdl ve Tarsus pirasa hatlarina ait ginogenik, somatik ve tohumdan dretilen
bitkilerin morfolojik 6zelliklerinin karsilastiriimasi.

Kaynak
(ginogenik/

Genoti somatik/ Ploidi Bitki  Yalancigovde Yalancigovde Bitki uzunlugu
P tohumdan) Seviyesi Sayisi ¢api (mm)? uzunlugu (cm)? (cm)?
inegél Ginogenik 2X 8 15.98 B 30A 40.63 B
Ginogenik 4x 11 21.85 AB 28.64 A 78,18 A
Somatik 4x 48 17,87 B 39.69 A 79.60 A
Tohumdan 4x 10 23.22 A 313A 816 A
Tarsus  Ginogenik 2X 38 12B 18.5B 49.43 B
Ginogenik 4x 30 12.08 B 28B 76.30 A
Somatik 4x 161 15.60 A 3742 A 85.32 A
Tohumdan 4x 10 19A 20.10B 70.7 A

aAyni harfleri almis degerler arasinda istatistiksel olarak Onemli farklar bulunmamaktadir (Tukey,
P>0.05).

4.1.2 Deney Il

Deney Il kapsaminda gerceklestirilen ginogenesis uyartimi uygulamalarinda bes pirsa donér
materyaline ait bitkilerden alinan yaklasik 25 bin agmamis ¢icek tomurcugu BDS, MS ve B5
temelli yedi farkh uyartim ortaminda kultire alinmiglardir. Cicek tomurcugu kulttrleri ve
bunlardan elde edilen bitkiler 18 saat aydinlik/25° C ve 6 saat karanlk/17° C’ye ayarlanmis
olan bir blyltme odasinda tutulmuslardir. Bu deneyde gecen yilda blylk soruna neden olan
ve in vitro ortamda kontroli mimkin olmayan trips hareketi nedeniyle kiltire konulan gicek
tomurcugu sayisi ylksek tutulmustur. Bu deneyde bes pirasa genotipindede BDS, MS ve B5
temelli uyartim ortamlarinda olusturulan kdltarlerin buyuk bir ¢gogunlugunda ginogenesis
cevabl gozlenmistir (Tablo 11). Yapilan istatistiksel degerlendirmede genotiplerin farkli
uyartim ortamlarina verdikleri ginogenesis cevaplari arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi tespit edilmistir. Deney II'de elde edilen en ylksek ginogenesis cevaplari
Tarsus ¢esidine ait gicek tomurcuklariyla kurulan A (% 4, 49) ve B5 (% 3,67) kilturlerinden
elde edilmistir. En yliksek ginogenesis cevaplari inegdl tomurcuklarinda A ortaminda (%1, 33),
TK tomurcuklarinda D7 ortaminda (% 2,22), PR2 tomurcuklarinda B5 ortaminda (% 2,00) ve
PR6 tomurcuklarinda B5 ortaminda (% 2,50) tespit edilmistir. Deney Il kapsaminda tim pirasa
dondr hatlarindan toplam 129 ginogenik bitki elde edilmigtir. Bunlardan biylimeye devam

edenlerin FCM ile ploidi seviyeleri belirlenmistir.



Tablo 11. Deney Il kapsaminda bes pirasa genotipine ait gicek tomurcuklariyla olusturulan
kultdrlerde elde edilen ginogenik cevaplar

Ekilen Ginogenik
Pirasa Ginogenesis tomurcuk Ginogenik Ginogenik bitkiye
genotipi®  uyartim ortami sayisi bitkicik no. (%)°  bitki no. (%)°  déniigiim (%)
inegol A 600 8 (1,33)A 2 (0,33)A 25
A4 750 3 (0,40)A 2 (0,27)A 66,67
B5 801 9 (1,12)A 3 (0,38)A 33,33
B11 750 5 (0,66)A 4 (0,53)A 80
B12 750 5 (0,66)A 1 (0,13)A 20
D1 720 4 (0,55)A 1 (0,14)A 25
D7 750 4 (0,53)A 0A 0
Yinegdl 5121 38 (0,74) 13 (0,25) 34,21
Tarsus A 690 31 (4,49)A 20 (2,90)A 64,52
A4 720 5 (0,70)A 1 (0,14)A 20
B5 600 22 (3,67)A 17 (2,83)A 77,27
B11 690 3 (0,44)A OA 0
B12 630 2 (0,32)A OA 0
D1 570 1 (0,18)A 1 (0,18)A 100
D7 750 7 (0,93)A 1 (0,13)A 14,29
> Tarsus 4650 71 (1,53) 40 (0,86) 56,34
TK A 600 9 (1,50)A 6 (1,00)A 66,67
A4 780 OA OA 0
B5 630 5 (0,79)A 3 (0,48)A 60
B11 690 4 (0,58)A 3 (0,44)A 75
B12 690 2 (0,29)A 0A 0
D1 750 12 (1,6)A 10 (1,33)A 83,33
D7 720 16 (2,22)A 10 (1,39)A 62,5
STK 4860 48 (0,99) 32 (0,66) 66,67
PR2 A 120 OA O0A 0
A4 785 0A O0A 0
B5 300 6 (2,00)A 4 (1,33)A 66,67
B11 1170 3 (0,26)A 3 (0,26)A 100
B12 1080 6 (1,11)A 1 (0,370)A 16,66
D1 90 0A OA 0
D7 1110 1 (0,09)A OA 0
SPR2 4655 16 (0,34) 8(0,17) 50
PR6 A 150 2 (1,33)A 1 (0,66)A 50
A4 1230 17 (1,38)A 11 (0,89)A 64,71
B5 240 5 (2,50)A 5 (2,50)A 100
B11 1230 7 (0,57)A 5 (0,41)A 71,43
B12 1260 6 (0,48)A 1 (0,08)A 16,67
D1 90 OA 0A 0
D7 1200 14 (0,16)A 13 (1,08)A 92,86
SPR6 5400 51 (0,94) 36 (0,66) 70,59
Toplam 24686 224 (0,91) 129 (0,52) 57,59

ajnegdl ve Tarsus hatlari acik tozlanan standart gesitlerdir. TK, PR2 ve PR6 acik tozlanan seleksiyon
materyalleridir.

bAyni harfleri almig degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklar bulunmamaktadir (Tukey,
P>0.05).



4.1.2.1 Deney I'de inegél Genotipine Ait Tomurcuk Eksplantlarinda Ginogenesis

Uyartimi

Deney Il kapsaminda inegdl cesidine ait bitkilerden alinan tomurcuklarla gerceklestirilen
kultdrlerden toplam 38 (% 0, 74) adet ginogenik bitkicik elde edilmistir (Tablo 11). Hem BBD
iceren hemde BBD icermeyen ortamlarda kiltire alinmis olan inegdl cesidine ait
tomurcuklarda ginogenik bitkicik gelisimi gézlenmistir. inegdl tormurcuklari ile kurulmus olan
kulturlerde % 0,40 ile 1,33 arasinda degisen oranlarda ginogenesis cevabli elde edilmigtir.
inegdl cesidinden elde edilen gnogenik bitkiciklerin 13 tanesi (% 0,25) gelismeye devam
ederek buyumausglerdir (% 34,21).

4.1.2.2 Deney I’de Tarsus Genotipine Ait Tomurcuk Eksplantlarinda Ginogenesis
Uyartimi

Deney Il kapsaminda olusturulan ginogenesis uyartim Kkaltlrleri arasinda en yuksek
ginogenesis cevabi Tarsus c¢esidine ait tomurcuklardan elde edilmistir (Tablo 11). Tarsus
cesidine ait tomurcuklarla olusturulan kdlturlerinden toplam 71 (% 1, 53) ginogenik bitkicik elde
edilmistir. Bu c¢eside ait tomurcuklarla olusturulan tum kdltirlerde ginogenesis cevabi
g6zlenmistir. En yuksek cevaplar A (% 4, 49) ve B5 (% 3,67) kilturlerinden elde edilmigtir.
Diger ortamlarda % 0,18 ile % 0,93 arasinda degisen ginogenesis cevaplari gozlenmistir. Elde
edilen ginogenik bitkiciklerin 40 tanesi (% 0,86) gelismeye devam ederek blyimuslerdir (%
56,34).

4.1.2.3 Deney II'de TK Genotipine Ait Tomurcuk Eksplantlarinda Ginogenesis Uyartimi

TK donér materyaline ait bitkilerden alinan tomurcuklarla olusturulan kilttrlerinden toplam 48
(% 0,99) ginogenik bitkicik elde edilmigtir (Tablo 11). A4 ortami disindaki diger alti ortamda
olusturulan kultirlerde ginogenesis uyartimi saglanmisgtir. TK tomurcuklarinda elde edilen en
yuksek ginogenesis cevabl % 2,22 ile D7 ortaminda gézlenmistir. Bu genotipe ait tomurcuklar
diger ortamlarda % 0,29 ile % 1,60 arasinda degisen oranlarda ginogenesis cevaplari
gostermislerdir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin 32 tanesi (% 0, 66) gelismeye devam ederek
bitki haline dénmuslerdir (% 66,67).

4.1.2.4 Deney I’de PR2 Genotipine Ait Tomurcuk Eksplantlarinda Ginogenesis Uyartimi

Deney Il kapsaminda olusturulan ginogenesis uyartim kultlrlerinde en distk ginogenik bitkicik
uretimi PR2 dondrine ait bitkilerden alinan tomurcuklarda gdézlenmistir (Tablo 11). PR2
tomurcuklari ile olugturulan kultdrlerden toplam 16 (% 0,34) ginogenik bitkicik elde edilmistir.
PR tomurcuklarinda elde edilen en yiksek ginogenesis cevabil % 2,00 ile B5 ortaminda elde

edilmistir. U¢ ortamda (A, A4 ve D1) olusturulan kultirlerde ginogenik bitkicik gelisimi



saglanamamistir. Diger dort ortamda olusturlan kilttirlerde % 0,09 ile % 1,11 arasinda degisen
oranlarda ginogenesis cevaplari elde edilmigtir. Elde edilen ginogenik bitkiciklerin 8 tanesi (%

0,17) gelismeye devam ederek bitki haline dénmuslerdir (% 50).
4.1.2.5 Deney II'de PR6 Genotipine Ait Tomurcuk Eksplantlarinda Ginogenesis Uyartimi

PR6 donér materyaline ait bitkilerden alinan tomurcuklarla olusturulan kultirlerinden toplam
51 (% 0,94) ginogenik bitkicik elde edilmistir (Tablo 11). D1 ortami disindaki diger alti ortamda
olusturulan kulttrlerde ginogenesis uyartimi saglanmistir. PR6 tomurcuklarinda gézlenen en
yuksek ginogenesis cevabl % 2,50 ile D5 ortaminda elde edilmistir. Bu genotipe ait tomurcuklar
diger ortamlarda % 0,16 ile % 1,38 arasinda dedisen oranlarda ginogenesis cevaplari
gostermislerdir. Elde edilen PR6 kaynakl ginogenik bitkiciklerin 36 tanesi (% 0,66) gelismeye
devam ederek bitki haline dénmuslerdir (% 70,59).

4.1.2.6 Deney Il in vitro Kiiltiirlerden Elde Edilen Bitkilerde FCM ile Ploidi Seviyesi

Olgiimleri

Deney Il kapsaminda olusturulan ginogenesis kultirlerinden elde edilen ve FCM analizi igin
yeterli miktarda (~50 mg) yaprak dokusu alinabilen bitkilerde ploidi seviyeleri belirlenmistir
(Tablo 12). Bes genotipten elde edilen 87 ginogenik bitkide yapilan analizde ginogenik bitkilerin
55 tanesinin (% 63,22) somatik hlcrelerinde ~30 pg/2C DNA bulundugu ve diploid (2x)
olduklari tespit edilmistir. Yirmi alti ginogenik bitki (% 29,89) somatik hicrelerinde ~60 pg/2C
DNA bulundudu igin tetraploid (4x) sinifina konmuslardir. PR6 materyaline ait kultarlerden elde
edilen dért ginogenik bitkinin (% 4,60) hticrelerinde ~116 pg/2C DNA bulundugu tespit edilmis
ve bu bitkiler oktoploid (8x) sinifina konmustur. PR2 ve PR6 dondr materyallerinden elde edilen
birer ginogenik bitkinin (% 2,30) dokularinda benzer oranlarda diploid ve tetraploid hicreler
bulundurduklari icin bunlar mixoploid (2x+4x) sinifina yerlestirilmistir. Uyartim ortamlarinda
elde edilen somatik bitkilerde yapilan FCM analizinde tamaminin tetraploid olduklari tespit

edilmigtir.

4.1.2.7 Deney Il Kapsaminda Uretilen Ginogenik, Somatik ve Tohumdan Uretilmig

Bitkilerin Serada Biiyttulmesi ve Karakterize Edilmesi

Deney Il kapsaminda 2015 ve 2016 doneminde uretilen ginogenik bitkilerin bazilar1 dig ortama
aklimasyonu sirasinda kaybedilmistir. En yuksek kayiplar diploid ve miksoploid ginogenik
bitkilerde gdzlenmigtir. Dig ortama aktarilan mixoploidlerin timiU kaybedilmis ve 59 diploid
ginogenik bitkinin sadece 19 tanesi (% 32,20) aklimasyon ve sonrasinda hayatta kalabilmistir

(Tablo 13). Tetraploid ginogenik bitkiler diploidlere gore oldukc¢a yuksek oranda (% 87,10)



aklimize olarak serada blyimeye devam etmislerdir. Oktoploid ginogenik bitkilerin (¢ tanesi
(% 75) hayatta kalarak buyimeye devam etmistir. Bes pirasa donor hattini temsil eden somatik
kokenli ve tohumdan uretilmis bitkiler yalanci gévde g¢api, yalanci gdvde uzunlugu ve tum bitki
uzunlugu olcimleri sirasinda kontrol materyali olarak kullaniimistir. Bu sezonda sera
sicakliginin asiri yikselmesi pirasa materyallerinin gelisimini olumsuz olarak etkilemistir.
Ozellikle tohumdan Uretilen donér materyallerin blyime ve gelisimi agisindan beklenen
seviyelere ulagilamamigtir. Serada buyutulen bitkiler Agustos ayinda G¢ morfolojik 6zellik

acisindan karsilastiriimistir (Tablo 13; Sekil 6).

inegél donor materyalinden Uretilen materyallerde yapilan 6lgiimlerde diploid ginogenik
bitkilerin karsilastirildiklari tetraploid bitkilere gore daha ince ve kisa yalanci gévdeye ve daha
kisa bitki uzunluguna sahip olduklar tespit edilmistir. Tetraploid ginogenik bitkilerde dlgulen
degerler somatik kdkenli ve tohumdan Uretilmis bitkilerde olclilenlerden énemli derecede farkh

bulunmamistir.

Tarsus gesidine ait materyallerde diploid ve tetraploid ginogenik bitkilerin tohumdan Uretilen
bitkilere benzer yalanci govde capina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu gruptaki diploid
bitkilerde tetraploid ginogenik ve tohumdan uretilen bitkilere gore daha kisa yalanci govdeye
uzunlugu olculmustar. Ayrica toplam bitki boyu agisindan diploid ginogenik bitkiler tetraploid

ginogenik bitkilerden oldukga kisa bitkiler olugturmusglardir.

TK donér materyallerinden dretilen bitkiler arasinda yapilan degerlendirmede ¢ 6zellik
acisindan en bariz fark bitki boyu 6lguimlerinde gorulmustur. Bu grupta diploid ginogenik
bitkilerin diger materyallere gére daha ince yalanci gévde ¢api, daha kisa yalanci gévde boyu

ve daha kisa bitki boyuna sahip olduklari gérulmustir.

Yapilan élgimlerde PR2 dondr materyallerinden Uretilen bitkiler arasindada en kiguk yapiya
sahip olan bitkilerin diploid ginogenik bitkiler olduklari tespit edilmistir. PR2 materyallerinden

elde edilen bitkisel 6lgim degerleri arasinda istatistiksel agidan énemli farklar bulunmamigtir.

PR6 dondor materyallerinden uretilen bitkilerde diger dort donor grubundaki materyallerde
go6zlendigi gibi en kuguk yapiya sahip olanlar diploid ginogenik bitkilerdir. Diploid, tetraploid ve
oktoploid bitkilerin birbirlerine yakin yalanci gévde kalinligina sahip olduklari ve bunlarin
yalanci govde uzunluklarinin somatik ve tohumdan uretilmis bitkilere gore daha kisa oldugu
tespit edilmigtir. Diploid ginogenik bitkiler diger materyallerden 6nemli derecede daha kisa

boylu bitkiler olusturmuslardir.



Tablo 12.Deney |l kapsaminda iiretilen ginogenik bitkilerinin ploidi seviyeleri.

Genotip ediITe(re]S:)itki 2X,no. (%)  2x+4x,no (%)  4x,no.(%)  8x, no. (%)
Inegal 13 9 (69,23) 0 4(30,77) 0
Tarsus 27 19 (70,37) 0 8 (29,63) 0

TK 22 15 (68,18) 0 7 (31,82) 0
PR2 8 4 (50) 1(12,5) 3(37,5) 0
PR6 26 12 (46,15) 1(3,85) 9 (34,62) 4 (15,39)
Toplam 87 55 (63,22) 2 (2,30) 26 (29,89) 4 (4,60)

Sekil 6. Deney Il kapsaminda bes pirasa dondrinden elde edilen diploid (2x), tetraploid (4x)

ve oktoploid (8x) ginogenik pirasa bitkileri

A. inegél donériinden edle edilen ginogenik bitkiler. B. Tarsus donériinden elde edilen ginogenik bitkiler.
C. TK dondriinden elde edilen ginogenik bitkiler. D. PR2 donériinden elde edilen ginogenik bitkiler. E.
PR6 donérunden elde edilen ginogenik bitkiler.



Tablo 13. Deney Il kapsaminda bes pirasa hattindan elden ginogenik, somatik ve tohumdan

iiretilen bitkilerin bazi morfolojik 6zelliklerinin karsilagtiriimasi

Kaynak .. V
Senotio Comatkl  Ploidi it Yalanoigovde i em o
tohumdan) Seviyesi Sayisi
inegél Ginogenik 2x 3 4,67C 8,77B 39,37B
Ginogenik 4x 4 13,59 AB 19A 72,75 A
Somatik 4x 24 16,08 A 18,88 A 72,29 A
Tohumdan 4x 13 12,71 B 18,05 A 66,69 A
Tarsus Ginogenik 2X 6 7,31B 9,33C 43 B
Ginogenik 4x 4 12,01 B 20 A 74,25 A
Somatik 4x 14 11,46 A 13,14 BC 64,07 A
Tohumdan 4x 13 9,73 AB 15,92 AB 50,31 B
TK Ginogenik 2x 3 5,98 B 7.83C 30,20 B
Ginogenik 4x 7 13,27 A 17,43 A 69,43 A
Somatik 4x 23 10,14 AB 13,61 AB 59,43 A
Tohumdan 4x 12 10,44 AB 12,42 BC 57,17 A
PR2 Ginogenik 2x 4 13,06 A 14 B 32,75B
Ginogenik 4x 3 16,37 A 15,5 AB 62,53 AB
Somatik 4x 24 21,04 A 27,38 AB 77,5 A
Tohumdan 4x 10 211 A 355A 74,3 A
PR6 Ginogenik 2Xx 3 15,17 BC 13C 345C
Ginogenik 4x 9 16,84 BC 19,22 C 76,11 B
Ginogenik 8x 3 22,21 AB 23,57 BC 96,33 A
Somatik 4x 4 11,38 C 41,5 AB 93 AB
Tohumdan 4x 10 279 A 42,2 A 91,6 A

4.1.1.5 Uretilen Ginogenik, Somatik ve Tohumdan Uretilmis Bitkilerde Ciceklenme ve

Tohum Verimi

Deney | kapsaminda buyutilen ginogenik, somatik ve tohumdan Uretilen bitkiler iki yil boyunca

Isitmasiz cam serada buyutulerek ciceklenmeleri saglanmaya calisiimistir. Bu sregte dnemli

sayida bitki kaybedilmigtir. /n vitro asamasinda diploid olduklari bilinen ginogenik bitkilerin

doérdunun dig ortama aklimize edildikten sonra serada buyutulirken yapilan FCM analizinde

spontan olarak tetraploid bitkilere doniistigii tespit edilmistir. inegdl donériinden elde edilen

diploid ve tetraploid ginogenik bitkilerin timi cicekleme asamasina varamadan Once



olmdislerdir. Tarsus donoérinden dretilen sekiz diploid, dért spontan tetraploid ve sekiz
tetraploid ginogenik bitki ciceklenmiglerdir (Tablo 14). Diploid ginogenik bitkileri genelde
morfolojik olarak tetraploidlere goére daha kiglk yapida blyumusler ve daha kiguk cicek
tomurcuklari olusturmuslardir (Sekil 7 ve 8). Diploid ginogenik bitkilerde polen canhhk
oranlarinin yaklasik olarak % 20 civarinda oldugu tespit edilmistir (Tablo 14). Ciceklenen
diploid bitkilerden bes tanesinde hi¢ tohum olusmamistir. Verimli olan Gg diploid bitkiden 2, 5
ve 30 adet tohum elde edilmistir. Tetraploid seviyede olan tum bitkilerde yuksek polen canlihgi
ve degigen sayilarda tohum verimi elde edilmigtir. Spontan olarak tetraploid seviyeye ylkselen
ginogenik bitkilerde ortalama 897 tohum elde edilmistir. Tetraploid ginogenik bitkilerde ve
somatik bitkilerde benzer miktarlarda (289 ve 249) tohum verimi gozlenmigtir. Tohumda

uretilen yedi bitkide ortalama tohum verimi ise 690 adet olarak bulunmustur.

Sekil 7. Deney | de Tarsus dondrtinden Uretilen materyallerde gigeklenme

A. Tarsus donérlne ait tohumdan Uretilen bitkiler. B. Tarsus dondriinden elde edilmis olan somatik
kokenli bitkiler. C. Diploid ginogenik bitkiler. D. Tetraploid ginogenik bitkiler.



Sekil 8. Tetraploid ve diploid ginogenik pirasa bitkilerine ait antesis dncesi agsamadaki gicek

tomurcuklari ve anterlerin karsilastiriimasi

A C

A. Tetraploid donér pirasa bitkisine ait tam ¢igcek tomurcugu. B. Tetraploid pirasa bitkisinine ait gigek
tomurcugunda anterlerinin goériinim. C. Diploid ginogenik pirasa bitkisine ait tam ¢igek tomurcugu. D.
Diploid pirasa bitkisine ait gicek tomurcugunda anterlerinin gériinimu

Tablo 14. Ginogenik pirasa hatlarinn polen canlilik ve tohum verim degerlerinin karsilastiriimasi.

Genoti Kaynak (ginogenik/ Ploidi Ciceklenen Polen Tohum verimi
P somatik/tohumdan) Seviyesi bitki sayist__canliligi (%) (adet)?
Tarsus Ginogenik 2X 8 ~20 5AB
Ginogenik Spontan 4x 4 ~80 897 A
Ginogenik 4x 8 ~80 289 AB
Somatik 4x 36 ~80 249 AB
Tohumdan 4x 7 ~80 690 A

aAyni harfleri almis degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklar bulunmamaktadir (Tukey,
P>0.05).

5.TARTISMA

Pirasa islahinda basariyla uygulanabilmesi igin haplodizasyon yodnteminin gametik
hicrelerden ¢ok sayida saglikh bitki Gretmeye olanak saglamasi gerekmektedir. Pirada
haploidizasyon ile ilgili ilk calismalar yaklasik 25 yil 6nce yayinlanmigtir. Pirasada
haploidizasyon ile ilgili ilk ¢alismalar yaklasik 25 yil dnce yayinlanmistir. Keller ve Korzun
(1996) yaptiklari detayli calismalar sonunda pirasada anter kiltlrlerinin (androgenesis)

basarili sonuclar vermedigini belirtmiglerdir. Smith vd. (1991) ve Schum vd. (1993) tetraploid



(2n = 4x = 32) olan bu tlrde ginogenesis yontemi ile gametik kromozom sayilarina sahip (n =
2x = 16) bitkilerin Uretilebilecedini géstermislerdir. Bu arastiricilar Bati Avrupa kokenli pirasa
dondr materyallerinden hazirlanan tozlanmamig ovul (yumurta), ovari (yumurtalk) ve tum gicek
tomurcugu eksplantlarini degisik miktarlarda BBD ve karbon kaynagi iceren katilastiriimis
BDS, MMS (modifiye MS) ve B5 ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Uretilen ginogenik bitkilerin
sadece kugluk bir kisminin diploid ve yesil oldudu bildiriimis ama dretilen diploid bitkilerin
Ozellikleri ilgili herhangi bir bilgi verilmemigtir. Bu calismalarin yayinlanmasindan sonra gegen

surecte bu alanda herhangi bir ilerleme kaydedilmemistir.

Turk pirasa genotiplerinden ginogenik bitki Uretilmesi igin TUBITAK-TOVAG 1130232
numaral proje kapsamindan detayli ¢alismalar gergeklestiriimistir. Bu proje kapsaminda
Ulkemizde yaygin olarak Uretimi yapilan iki OP standart gesit (inegdl ve Tarsus) ve (g
seleksiyon materyalinde ginogenesis uyartimi deneyleri (deney | ve Il) yapilmigtir.
Gergeklestirilen deneylerde ginogenesis uyartimin saglanmasinda énemli olan etmenler tespit
edilmeye calisiimig, elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerinin hizli ve guvenilir olarak tespiti
gerceklestirilmis, ginogenik bitkilerin dis ortama aklimize edilerek morfolojik 6zellikleri gbzlemis

ve ciceklenmeleri saglanarak tohum verimlilikleri test edilmigtir.

Projenin ilk asamasinda (deney 1) inegdl ve Tarsus dondr materyallerine ait bitkilerden alinan
80 binden fazla tam ¢igek tomurcugu kullanilarak BDS, MS, MMS ve B5 temelli 44 uyartim
ortaminda soguk dnuygulamall ve 6nuygulamasiz uyartim kultdrleri olusturulmustur. Bu iki OP
stardart cesitlerden farkli uyartim ortamlarinda elde edilen ginogenik bitkicik Gretim oranlari
cevap yok (% 0) ile yuksek cevap (% >2,00) arasinda bulunmustur. Deney | kapsaminda
olusturulan ginogenesis kdultdrlerinin 40 tanesinde ginogenesis uyartimi saglanmistir.
Ginogenesis cevabl alinamayan dort (B, B1, B4 ve C2) ortamdan ug¢ tanesi 30 g/l ve daha az
sukroz icermektedir. Tarsus dondr materyallerina ait tomurcuklardan elde edilen ginogenesis
cevabin (% 0,71) inegél dondr metaryallerinden alinan tomurcuklardan elde edilenden
cevaptan (% 0,10) daha ylksek oldugu gérilmustir. inegél gesidinde elde edilen en yliksek
cevap (% 3,33) A4 ortaminda kultire alinan tomurcuklarda goériimustir. Tarsus gesidinde ise
en ylksek cevap (% 6,67) B11 ortaminda kultire alinmis olan tomurcuklarda elde edilmistir.
A4 BDS temelli ve B11 MS temelli ortamlardir. Bu ortamlarin ortak 6zellikleri iceriklerinde BBD
bulundurmayip 100 g/l sukroz ile hazirlanmis olmalaridir. iki pirasa OP dondr materyallerinin
tomurcuk kultdrlerine iki haftalik soguk (15°C) 6énuygulamasi yapilmasina verdikleri cevaplar
arasinda énemli sayilabilecek farklar gériilmistir. Genelde inegél donér metaryallerine ait
tomurcuklarla olusturulan kiltirlerde soguk 6énuygulamasi yapilmasi (% 0,31) dnuygulama
yapilmayanlara (% 0,06) goére daha ylksek ginogenesis cevap elde edilmesini saglamistir.
Tarsus dondr materyallerinden alinan tomurcuklarla olusturulan kultirlerde ise dnuygulama

yapilmasi bir avantaj saglamamistir. Bu genotipte 6nuygulamali kiltirlerde (% 0,52)



onuygulamasiz kilturlere (% 0,83) gore daha dlsik ginogenesis cevabi elde edilmigtir. Deney
I’de her iki pirasa donér materyallerinden toplam 377 ginogenik bitkicik Uretilmig, bunlarin 227
(% ~0,28) yesil ginogenik bitkiler olarak buyumustir (% 60) biylmeye devem ederek. Deney
I'den elde sonuglar pirasa tomurcuklarinda ginogenesis uyartiminin BDS, MS, MMS ve B5
temelli kdlturlerin timUnde gergeklesebilecegini, ginogenesis basarisinda ortamin sukroz
iceriginin 6nemli oldugunu, iceriginde BBD bulunmayan uyartim ortamlarindada ginogenik
gelisimin basariyla gerceklesebilecedini ve dondr bitkilerin genetik kokeninin uyartim

kultarlerinde elde edilen ginogenesis basarisini etkiledigini géralmastir.

Projenin ikinci asamasinda bes pirasa dondr materyallerine (inegél, Tarsus, TK, PR2 ve PR6)
ait bitkilerden alinan 25 bin kadar tomurcukla énuygulamasiz olarak olusturulan ve 100 g/l
sukroz iceren BDS, MS ve B5 temelli kdltirlerde uyartim ortaminda BBD bulunup
bulunmamasinin genotiplerin gdsterecekleri ginogenesis cevabini nasil etkiledigi tespit
edilmeye c¢alisiimigtir. Bes dondr pirasa materyaline ait bitkilerden alinan tomurcuklar BDS,
MS ve B5 temel ortamlarinin timinde ginogenesis cevabi vermiglerdir. Elde edilen veriler
pirasa tomurcuklarinin BBD icermeyen ortamlarda olusturulan kultirlerdede ginogenik bitkicik
uretebildiklerini ve bu ortamlarda elde edilen ginogenik bitkicik oranlarinin BBD iceren
ortamlarda elde edilenlerde 6nemli oranda farklilik olmadigini géstermistir. Bu bulgu pirasada
ginogenesis uyartimi icin BBD kullanimin elzem olmadigini gostermektedir. Genotiplerin
goOsterdikleri ginogenesis cevaplari ve bunlardan elde edilen ginogenik bitkilerin oranlari
arasinda dikkate deger farklar gérulmugstir. En ylksek ginogenik bitkicik tretim orani (% 1,53)
Tarsus dondr bitkilerinde gézlenmistir. Bunu yaklasik % 1 ginogenik bitkicik tGretimine sahip iki
seleksiyon hatti (TK ve PR6) izlemistir. inegél (% 0,74) ve PR2 (% 0,34) ise disuk ginogenik
bitki Gretim performansina sahip olmuslardir. Deney II’ de bes dondr materyalinden toplam 224
(% 0,91) ginogenik bitkicik Uretilmis ve bunlarin 129 (% 0,52) tanesi gelismeye devam ederek
bitkiye dénugmustur (% 58). Bu projede ylksek oranda ginogenesis cevabi uyartimi saglayan

ortamlar diger pirasa genotiplerindede ginogenik bitki tGretimi amaciyla kullanilabilir.

inegdl ve Tarsus genotiplerinde deney I'de elde edilen ginogenik bitkicik ve ginogenik bitki
uretimi oran olarak deney I'de en az iki kat yukselmistir. Bununla beraber ginogenik
bitkiciklerin bitkiye donusum oranlarinda 6nemli bir degigiklik olmamistir. Ginogenik bitkiciklerin
yaklasik % 60 kadari gelismeye devam ederken % 40 oraninda bitkicik kayda deger gelisme
gostermeyerek kaybedilmilerdir. Ginogenik pirasa bitkiciklerinde bitkiye donlisim konusunda
gbzlenen sorunlarla sogan ginogenesis c¢alismalarindada karsilasiimistir (Alan vd., 2004).
Ginogenik bitkiciklerin gelisimlerine devam etmeyerek bitki boyutuna dénisememelerinde
genetik faktorler etkili olabilir. YUksek derecede heterozigotluk 6zelligi gdsteren tetraploid bir
bitki olan pirasa hicrelerinde letal sonuclari olabilecek gen mutasyonlariyla ortaya ¢ikan

resesif alleller ayni genlerin yabanil tip dominant allelleriyle maskenlenirler. Haploidizasyon



uygulamasiyla elde edilen diploid bitkilerde letaliteye neden olan resesif allellerin
homozigotlagmasi ile bu allellerin bitki gelisimine olumsuz etkileri ortaya ¢ikabilir. Ginogenik
bitkilerin gelisimlerinde gorilen sorunun diger bir nedenide ginogenesis uyartimi
uygulamasinda Uretilen embriyolarin gelismeye devam ederek bitkiye ddnidsimleri igin
gereken bazi faktorlerin kiltir ortaminda bulunmamasi olabilir. Ginogenik embriyolar déllenme
sonucu olugmadiklar icin normal zigotik embriyolardaki gibi endosperm dokusuna sahip
degillerdir. Bu nedenle ginogenesis uyartimi ortaminin bu dezavantaji dengeleyecek sekilde
hazirlanmis olmasina ihtiya¢ vardir. Bu nedenle bu alanda detayli arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Genel olarak Turk pirasa genotipleri Smith vd. (1991) ve Schum vd. (1993) tarafindan Bati
Avrupa genotiplerinde tespit edilen oranlara benzer ginogenesis cevaplari gostermislerdir.
Pirasada bazi genotiplerin ginogenesise verdikleri cevaplar ¢cok dlstk seviyelerde olabilecegdi
gibi yuksek oranlarda ginogenik Uretim cevabi verebilen genotiplerde mevcuttur. Sogan
ginogenesis uyartimi ¢calismalarinda elde edilen veriler ginogenesis uyartimina verilen cevabin
¢ok sayida resesif genle kontrol edildigini isaret etmektedir (Alan vd., 2003; Jakse vd., 2010).
Pirasada da ginogenesis uyartimina gdsterilen cevabin sogandakine benzer sekilde kompleks
genetik temellere sahip oldugu dustnulebilir. Ginogenesis tekniginin islah programlarina
entegre edilmesi durumunda islah materyallerinin ginogenesise cevap verenler arasindan

secilmesi bu teknigin i1slah programlarinda kullanim etkinligini arttiracaktir.

Daha 6nce yayinlanmis pirasa ginogenesis c¢alismalarinda elde edilen diploid bitkilerin
sayisinin oldukga azdir. Smith vd. (1991) tarafindan Uretilen 23 ginogenik pirasa bitkisi
arasinda sadece bir bitkinin (% 4,35) diploid oldugu tespit edilmistir. Schum vd. (1993) bir
dondr pirasa materyalinden U¢ tanesi albino olan toplam sekiz diploid ginogenik bitki elde
etmigstir. Albinizm bitkinin etkin olarak fotosentez yapmasina engel teskil eden bir durum oldugu
icin istenmeyen bir durumdur. Projede gerceklestirilen deneylerde bes pirasa genotipinden
uretilip FCM analizi yapilan 228 ginogenik bitkiden 150 tanesinin (% 65,79) diploid oldugu
tespit edilmistir. FCM analizine gore Ug¢ bitkininde (% 1,32) diploid ve tetraploid huicrelerden
olusan miksoploidler oldugu bulunmustur. Ginogenik pirasa bitkileri arasinda 2x+4x
miksoploidlerin olmasi diploid gametik embryolarin gelisimi sirasinda kendiliginden geligen
spontan kromozom katlamasi olaylarinin olabilecegini igaret etmektedir. Bu bulgu ginogenik
bitkiler arasinda tetraploid ve oktaploid bitkiler bulunmasinida acgiklayabilir. Eger tetraploid
bitkiler diploid embryolarda spontan kromozom katlamasiyla ortaya ¢ikiyorlarsa bu tip bitkilerin
elde edilmesi uyartim yolu ile kromozom katlamasi yapilmasina gerek kalmayacag! igin
avantajli olabilir. Diger yandan Tetraploid ve oktoploid bitkiler somatik hicrelerdende
kaynaklanmis olabilecekleri igin kdkenlerinin glvenilir molekller analizlerle tespit edilmesi

zorunludur.



Yeni Uretilmis ginogenik pirasa bitkiciklerinin ploidi seviyelerinin belirlenmesi isleminde
kullanilabilecek guvenilir bir morfolojik degerlendirme metodu mevcut degildir. Ginogenik
bitkilerde ploidi tespiti yapmak icin kullanilabilecek en guvenilir metod kok uclarindaki
hicrelerde metafaz agamasindaki kromozomlarin sayilmasidir (Schum vd., 1993).
Farkhlagmig dokularda kromozom sayimi yapmak mumkun olmadigi i¢in kullanimi konusunda
sinirlari vardir (Keller ve Korzun, 1996). FCM analizi gekirdek DNA miktarlar degerlerine gore
ginogenik bitkilerin ploidi siniflarina ayriimasina olanak saglar (Alan vd., 2003). Bu analiz
teknigi cekirdek DNA izolasyonu mumkun olan butun bitki dokularinda ploidi seviyesi belirleme
imkani verir ve bitkilerin farkli gelisim donemlerinden yeniden analiz edilebilmesine olanak

saglar.

Pirasada daha 6nce yayinlanmig olan ginogenesis galismalarinda elde edilen bitkilerin sadece
in vitro kaltdrlerinde gbzlemlenen 6zellikleri rapor edilmistir. Bu proje kapsaminda elde edilen
ginogenik bitkiler dis ortama aklimize edilerek serada buyuttlmuaslerdir. Ginogenik bitkiler
dondr materyallerden Uretilen somatik ve tohumdan Uretilmis bitkilerle karsilastiriimistir.
Aklimasyon sirasinda ve sonrasinda diploid ginogenik bitkilerde ise dnemli kayiplar gértlmus
ve bitkilerin yaklasik yarisi kaybedilmistir. Ortaya ¢ikan kayiplar gogunlukla serada asiri yiksek
sicakliklar ve sodan sinegi zarari gibi kontrolU zor gevresel kosullar nedeniyle ortaya ¢cikmistir.
Diploid ginogenik bitkiler kaynaklandiklari dondr materyallere gore genelde daha kii¢lk yapida
olduklari igin bakim iglemleri sirasinda 6zene ihtiyag duymaktadirlar. Tetraploid ginogenik
bitkiler aklimasyon ve serrada daha az kayip vermis ve ¢ogunlukla kaynaklandiklari donor
materyallere yakin boyutlarda bitkiler olusturmuslardir. Serada buyuatulen ginogenik bitkilerde
gercgeklestirilen ikinci FCM analizinde deney | kapsaminda Tarsus dondr genotipinden elde
edilen dort diploid bitkinin spontan olarak tetraploid seviyeye ¢iktigi tespit edilmistir. Deney |
kapsaminda Tarsus donér genotipinden elde edilmis olan 20 ginogenik (sekiz diploid, dort
spontan tetraploid ve sekiz tetraploid) bitki 2016 yaz doéneminde ciceklenmistir. Diploid
bitkilerin umbellerinde bulunan ¢icek tomurcuklarinin tetraploid olanlara gére énemli oranda
kiguk kaldigi, anterlerinin daha kiglk oldugu ve az sayida canl polen igerdigi gdézlenmigtir.
Ciceklenen diploid genogenik pirasa bitkilerinin hi¢ ya da ¢ok az sayida (ortalama 5 adet)
tohum verime sahip oldudu belirlenmistir. Spontan tetraploid ginogenik bitkilerde ¢icek
tomurcuklari ve anterler diger tetraploid (ginogenik, somatik ve tohumdan Uretilen) bitkilerdeki
gibi normal boyutlara sahip olarak gelismiglerdir. Bu ginogenik bitki gurubundaki bitkilerin
anterlerinde ylksek oranda canli polen Uretimi gdzelenmistir. Karsilastirilan materyaller
arasinda en yuksek tohum verimi ortalamasi 897 adet ile spontan tetraploid ginogenik
bitkilerden elde edilmistir. Bu veriler giogenesis uygulamasiyla diploid seviyeye indirilmis olan
pirasa bitkilerinde kromozom katlamasi uygulmasiyla glglu ve yuksek tohum verimine sahip

hatlarin geligtirilebilecegini isaret etmektedir. Bu hatlarin hibrit pirasa cgesitleri Uretilmesinde



polen dondrl olarak kullanilma potansiyeli ¢cok yuksektir. Hyde vd. (2012) tarafindan
yayinlanan ¢alismada ginogenesis teknigiyle elde edilen edilen DH sogan hatlarinin hibrit
cesitlerin Uretiminde ebeveyn olarak kullaniimasinin hibrit gesitlerde verim ve uniformiteyi

arttirdigi gosterilmistir.

6. SONUC

Gergeklestirilen 1130232 no.lu projede Turk pirasa genotiplerinde ginogenesis teknigi
uygulanilarak gametik kromozom sayisina sahip ¢ok sayida bitkinin Uretilebilecegdi
gOsterilmistir. Turk pirasa materyallerinde uygulanabilecek ginogenik bitki Gretimi ve guvenilir
ve hizli ploidi seviyesi belirleme ydntemleri gelistiriimistir. Proje sonuglari pirasada ginogenesis
uygulamasinda elde edilen diploid bitkilerin dikkatle goézlemlenmesi gerektigini ve normal
bitkisel gelisim ve tohum verimi icin ginogenik bitkilerin tetraploid seviyesine getirilmesi
gerektigini gdéstermektedir. Diploid pirasa bitkilerinin yeniden tetraploid seviyeye
donusturilebilinmesi icin Alan vd. (2007b) tarafindan sogan igin gelistiriimis olan uyartiimis
veya spontan kromozom katlamasi stratejileri uygulanabilir. Birgok bitki turinde basari ile
uygulanabilen haploidizasyon yonteminin pirasa turindede uygulanabilmesi durumunda yeni
pirasa hatlarinin geligtiriimesinin daha kisa surede gergeklestiriimesi mumkun hale getirilebilir.
Bu projeyle pirasa turd icin gelistirilen ginogenesis uyartim tekniginin tum dinyada pirasa

islahi calismalarinda kullaniimasi firsati ortaya cikariimistir.
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