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OZET

TURK PIRASA (Allium ampeloprasum L.) GENOTIPLERINDEN URETIiLEN
GINOGENIK BITKILERIN KARAKTERIZASYONU VE
BiYOINFORMATIK ACIDAN iINCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
TUGCE ZEHRA MENDANOGLU
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLQJi ANABiLiM DALLI
(TEZ DANISMANI:DR. OGR. UY. ABDULLAH MELEKOGLU)

DENIZLi, OCAK - 2025

Allium ampeloprasum ile genotipten ginogenik bitki iiretilmis ve bunlara hangi
sartlrin  etkiledigi belirlenmistir. Bu tlirde ginogenesis uyartimma en uygun
medyalarm %0,22 ginogenik bitkicik iretilen BDSD (2,4-D ve 100 g/l sukroz) ve
%0,21 ginogenik bitkicik tiretilen BDSA, somatik siirgiin uyartimi i¢in en uygun
meydaninda %5,50 somatik siirgiin iiretilen BDSC oldugu bulunmustur. Bu sonuglar
A. ampeloprasum tiiriinde de ginogenesis uyartimi ve somatik siirglin uyartiminda
medyanin ve genotipin giiclii etkilerinin oldugu belirlenmistir. Bu bitkilerin
ginogenik agidan incelenmesi sonucunda A. ampeloprasum bitkilerin ¢ogunlukla
diploid bir kismmin da tetraploid oldugu gostermis ve bu genetik Ozelligin
arastirilmast  i¢in  yontemler tartistlmistir. Bu tez c¢alismasinda yer alan
materyallerinin hepsi ginogenesis ve somatik siirgiin uyartimina cevap vermislerdir.
Elde edilen veriler yenilebilir Allium tiirlerinde yapilmak istenen 1slah ve klonal
¢ogaltim uygulamalarinin in vitro diizeyde gergeklestirilebilmesinin miimkiin
oldugunu gostermektedir. Bu tez ¢alismasi bu yoniiyle iilkemizde yenilebilir Allium
biyoteknolojisi ile ilgili ginogenik olarak bitkiler {iretilmesi gosterilmis ve bunlarin
genetik acisindan incelenmesi ve ilgili yontemler ileriye yonelik caligmalarin
planlanmasi1 acisindan tartisilmistir. Ulkemiz bitki tiirlerin ekonomik acisindan
Oneme sahip tlireler benzer yontemlerle {iretilmesi, bunlarin genetik ve
biyoinformatik a¢idan incelenmesinin énemi vurgulanmaigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Allium ampeloprasum, biyoinformatik, dihaploid (DH)
ginogenesis, 1slah, klonal ¢ogaltim, kromozom katlamasi.



ABSTRACT

CHARACTERISATION STUDY AND BIOINFORMATICS PERSPECTIVE
OF GINOGENIC PLANTS PRODUCED FROM TURKISH LEEK (Allium
ampeloprasum L.) GENOTYPES
MSC THESIS
TUGCE ZEHRA MENDANOGLU
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:DR. ABDULLAH MELEKOGLU)

DENIZLi, JANUARY 2025

Gynogenic plants were produced from Allium ampeloprasum genotypes and the
conditions affecting them were determined. It was found that the most suitable media
for ginogenesis stimulation in this species were BDSD (2,4-D and 100 g/l sucrose),
which produced 0.22% ginogenic plants, and BDSA, which produced 0.21%
ginogenic plants, while the most suitable media for somatic shoot stimulation was
BDSC, which produced 5.50% somatic shoots. These results indicate that media and
genotype have strong effects on ginogenesis induction and somatic shoot induction in
A. ampeloprasum species. As a result of the ginogenic analyses of these plants, it was
shown that A. ampeloprasum plants are mostly diploid and some of them are
tetraploid and methods to investigate this genetic feature are discussed. All materials
in this thesis responded to ginogenesis and somatic shoot stimulation. The data
obtained show that it is possible to realise the desired breeding and clonal
propagation applications in edible Allium species at the in vitro level. In this aspect
of this thesis study, the ginogenic production of plants related to edible Allium
biotechnology in our country has been demonstrated and their genetic study and
related methods have been discussed in terms of planning future studies. The
importance of producing economically important plant species in our country with
similar methods and their genetic and bioinformatic analysis was emphasised.

KEYWORDS: Allium ampeloprasum, bioinformatics, dihaploid (DH) ginogenesis,
reclamation, clonal propagation, chromosome doubling.
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1. GIRIS

Diinyada tarimin Onemi siiphe gotiirmez bir gercektir. Tim tlkelerin
kalkinmasinda, zirai donanimin katkisi ¢ok biiyiiktiir. Tarim {riinlerinin elde
ediminde, teknolojik arag-gereglerin kullaniminin yaninda yadsinmaz bir hakikat var
ki o da 1slah ¢alismalarinin hiz kazanmasidir. Zirai yetistiricilikte hedeflenen; kaliteli
ve yeterli gidanin ihtiyag sahiplerine ulastirilmasidir. Bu durum da 1slah ¢alismalarini
ilerlemeye ve gelismeye zorlamistir. Bitki soylarini iyilestirme ¢alismalari, tirtinleri
tireticinin ve tiiketicinin talep ettigi sekle ve miktara getirmek dogrultusunda devam
etmektedir. Ustiin sayilan karakter ve oOzelliklere sahip bitkileri her defasinda
dollenmeye zorlamak, bu o6zellikleri veren genlerin populasyonda tekrar sikligini
artmast demektir. O halde 1slah, se¢mektir. Tercih edilen karakter ve genleri
secmekle, bunlari tagiyan soylarin {iretimini saglamis ve dolayisiyla bitki soylarinin
gelisimine miidahale etmis oluruz. Ciinkl tercih edilen Ozelliklerin ebeveynlerde
toplanmas1 ve gelecek nesle bu Ozellikleri aktarmasi istenmektedir. Yapilan bu
bilingli ¢aligmalar, klasik 1slah yontemidir. Klasik 1slah c¢aligmalari, Onemli
Ozelliklerin korunmasini sagladigi gibi bilgi acgisindan da kaynaklik etmektedir.
Ancak her zaman basarili olamamaktadir. Bitki biliylimesi ve gelismesinde kontrol
edilemeyen pek ¢ok nedenden dolayi, klasik genetik yontemleri secilen iyi karakter
ve Ozellikleri her zaman yeni nesle aktaramayabilir. Verimi arttirmak i¢in uygulansa
da klasik 1slah denemeleri zahmetli olmakta ve ¢ok zaman almaktadir. Bunun yerine
gecebilecek ise laboratuar kosullarinda denenen ¢agdas genetik yontemleridir. Clinkii
cagdas 1slah yontemleri daha kolay ve daha kisa siirede sonug¢ getirmektedir.
Ozellikle saf hatlarin olusturulmasinda cagdas yontemler, siireyi 4-5 yil kadar
azaltmistir. Bu yOntemlerin Oniinii actig1 yeni gelismeler ile homozigot genotipe
sahip saf bitki hatlar1 elde edilebilmekte ve hibrit caligmalarinda kullanilmak {izere

verimli hale getirilmektedir.

Ulke tariminda &nemli yeri olan pirasanin  (Allium  ampeloprasum)
hibritlestirme caligsmalar1 i¢cin Once saf hatlara ulasilmasi gereklidir. Saf hat elde
etmede ve onlarin da tohum iiretebilir hale gelmesinde biyoteknolojik caligmalar
denenmistir. Pirasalarda ginogenesis basarisi sonucu, saf bireylere ulasilmis ve
verimli sekilde bu genetigi diger jenerasyona aktarmasi i¢in kromozom katlama
uygulamasina tabi tutulmustur. Pirasa bitkisinde genotipin istenilen yonde degismesi

modern 1slah metotlarinin basarisidir.



1.1.  Allium ampeloprasum Genel Ozellikleri

Pirasa bitkisi Kapali Tohumlu subesine mensup Monokotileden sinifina ait
Asparagales takiminda yer alan Alliaceae familyasina bagl olup, sogan ve sarimsak
gibi yakin akraba tiirleri ile birlikte Allium cinsine dahildir. Cogunlukla Akdeniz
tilkelerinde yayginlik gosteren pirasa bitkisi, iilkemizde yaygin iiretilen ve 6zellikle
kisin tiiketimi olan sebze grubuna girmektedir. Pirasanin uyum gosterdigi iklim
geregi en ¢ok Ege ve Akdeniz ve Marmara Bolgelerinde bulunmaktadir. Diinyada da
olduk¢a yaygin ve farkli g¢esitlerde yetistirilir. Bunun sebebi; pirasanin giin
uzunluguna karst duyarli olmamasidir (De Clercq ve Bockstaele 2002). Pirasa
(Allium ampeloprasum), hem tohum hem de fide ile tiretilebilmektedir. Pirasa bitkisi
iki yilliktir. i1k yilda vejetatif kisimlar gelismistir, ikinci yilda ise ¢igeklenerek tohum
verebilir. Eger pirasadan tohum elde etmek istenirse ikinci yilin sonunda ¢i¢ceklenme

beklenmelidir.

Tiiketicinin hem yaz hem kis tercih ettigi pirasa bitkisi K, A, B ve C
vitaminleri a¢isindan zengindir. Demir minerali bakimindan zengin olusu gida
Onemini arttirmaktadir. Kaempferol (flavonoid) ve folat1 bol miktarda icermektedir.

Polifenol icerigi (antioksidan) sayesinde dokular1 serbest radikallere kars1 korur.

1.1.1. Allium ampeloprasum Morfolojik Ozellikleri

Pirasa bitkisi ¢ok farkli morfolojik 6zelliklere sahiptir. Topraga iyi baglanan
sagak kok yapisina sahiptir. Kokler yanlara fazlaca dagilim yapmaz, dikey olarak
daha derinlere inmektedir. A. ampeloprasum’da dikkat ¢eken yapraklar alt
kisimlarindaki sarilma kisimlarindan siirekli kardeslenirler. Yeni ¢ikan yapragin,
icinden ¢iktig1 eski uzun yaprakla birlestigi mesafe, tiiriinii tespit etmede yardimci
olur. Bu o6zellik farkli varyantlar gosterir ve yoreye gore degisir (Van der Meer ve
Hanelt 1990). Pirasa bitkisinin uzun yapraklart mumsudur. Genelde ilk ¢ikan
yapraklar giderek en dista kalir ve disaridaki yapraga en yaslisi diyebiliriz. Pirasada
yaprak ayasmnin genisligi ve yesil renginin koyulugu mevsime gore degiskenlik
gosterir Ornegin kigin tiiketiciye sunulan pirasalarda yaprak ayasi daha genis ve daha
koyu yesildir. Koklerden siirglin sistemine dogru gévde once beyaz sonra giderek
yesillesen kisimlar igerir ve birbiri icerisinden ¢ikan uzun yapraklar1 tagimaktadir.
Yenilebilir olan da aksa kadar gelen govde kismidir. Ticari olarak tercih edilen,

yenilebilir gévde kisminin (beyaz kisminin) uzun olmasidir. Pirasa bitkisi ayni
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soganlarda goriildiigi lizere umbel seklinde ¢igeklere sahiptir. Tozlagmasi,
eklembacaklilarla gergeklesir. Ekildiginden itibaren sonraki yil ¢igeklenmesi
beklenir. Cigekleri beyaz yahut mor renkte olabilir. Soganlarda oldugu gibi 6nce bir
cicek bas1 ortaya ¢ikar ancak bu bascik bir zar i¢indedir. Iki hafta igerisinde basgig
orten zar yirtilir ve tomurcuk bi¢cimindeyken ¢icekler patlar ve agilir. Cigekler tohum
taslagi cifter olan bir meyveye doner. Pirasa ¢igeklerinde hem erkek hem disi organ
bulunmaktadir. Bir umbelde altisar sekilde duran ¢oklu cigeklere sahiptir. Cigekleri,
yabanci tozlasmaya olduk¢a elverislidir. Islahta istenen kendilesme, pirasa
ciceklerinde olduk¢a zordur. Yavas biiyliyen iki yillik tiirlerde yiiksek oranda
disardan tozlagsma gergeklesir (Berninger ve Buret 1967). Acik tozlasan bitkilerde tek
tiplestirme calismalar1 sonu¢ vermemektedir (De Clercq ve Van Bockstaele 2002).
Acik tozlasan pirasalarda kendilesme zorlugu, pirasada homozigot genetik hattin

ortaya ¢ikmasinda problem arz etmektedir (Smith ve Crowther 1995).

Pirasa tohumu, sogan tohumuna benzemekte ancak sogan tohumundan daha
kiigiik ve oval formdadir. Tohumlar siyah renktedir. Tohumlarin kendine has keskin
kokular1 vardir. Pirasa tohumu ¢imlenirken Once bir yaprak sonra ikinci yaprak
ortaya c¢ikar ve wuzar. Kis sogukluguna dayanabilen pirasa bitkisi kurakligi
sevmemektedir. Ulkemizde yaygin sekilde yetistirilen pirasa bitkisi ph'1 6,5 olan
azotlu topraklar1 sevmektedir. Kuraklik veya -5 derecenin altindaki sicaklik ve toprak

bicimi pirasa verimini etkilemektedir.

1.1.2.  Allium ampeloprasum’un  Genetik Ozelliklerine Biyoinformatik
Yaklasimlar

Allium ampeloprasum (pirasa), genetik cesitliligi fazla olan poliploit bir
bitkidir. Heterozigot allellerin ¢ok olmasi, ¢ok farkli karakterlerin ortaya ¢ikmasini
sagladigindan, ekonomik anlamda degerli 6zelliklere sahip homozigot bireylerin
iiretimine ihtiyag vardir. Istenilen o6zellikte iiretim yapilabilmesi igin mutlaka
biyoinformatik tanimlama ve analiz sonuglarina ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu bakimdan
bitkinin bilimsel olarak {retimi ancak baz1 biyoinformatik yaklasimlarin
kullanilmasmi zorunlu kilmaktadir. Cok fazla genotipe sahip biiyiikk bir genom
icermekte olmasi sebebiyle (Labanil ve Elkington 1987, Arumuganathan ve Earle
1991) heterozigot alleller olusturdugundan, homozigot karakterlere sahip bireylerin

elde edilmesi zorlastirmaktadir. Cekirdeginin biiylik olmasi ve genotip cesitliligin
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yiiksek olmasi, pirasanin seleksiyon 1slahina da engel olusturmaktadir. Tiiketiciye
giden ve piyasa degeri olan yenilebilir pirasalarin (2n=4x=32) kromozom sayisi;

tetraploittir (Van der Meer ve Hanelt 1990).

Bitkinin tetraploit olmasi, somatik doku hiicrelerinde her bir kromozomdan 4
takima sahip olmasi anlamina gelmektedir. Ancak DNA agirhigi degisken
olabilmektedir. Somatik hiicrelerde (2n) DNA agirhigi 24, 32, 40, 48, 56 pikogram
gibi degisen degerlerde olabilir (Van der Meer ve Hanelt 1990). Genomundaki
degisime acgiklama getirilen Allium ampeloprasum igin farkli gériisler bulunmaktadir.
Genomun duplike olmasini otoploidi ile agiklayan grup (Berninger ve Buret 1967,
Schweisguth 1970), pirasalarin tetrasomik bir genetik gosterdigini belirtmislerdir.
Otoploidide var olan tiirlin genomu katlanma ypmistir. Ayrica pirasalarda resesif
Oldiiriicii ve zararli genlerin frekansi oldukca yliksektir. Kendilesme depresyonu
gostermektedir. Kendilegse bile canlilik ve tohum iiretim kayiplarimin fazla

olabilmektedir (Berninger ve Buret 1967, Schweisguth 1970).

Bir diger goriis ise Allium ampeloprasum'un melezlenebilecek yakin
akrabalar ile allotetraploit olusturmasidir (Koul ve Gohil 1970, Khazanehdari ve dig.
1995) Alloploidler, 2 veya 3 primitive (ilkel) tiirlin genomlarinin bir araya gelmesi
ile olusan yeni tiirlerdir. Pirasanin yiliksek heterozigotluk gostermesi, alloploidi

goriistinti desteklemektedir.

1.1.3. Allium ampeloprasum ile Yapilan Calismalar

Allium ampeloprasum'un genetik yapist korunacak sekilde g¢ogaltilmasi,
cesitli organlarin kullanilmasi ile ya da kallus yapisinin kiiltiirde rejenere olmasiyla
yapilir. Kalluslardan doku Kkiiltlirii sartlarinda pirasa bitkiciklerinin iiretilmesi
denenmistir (Novak 1981, Hong ve Debergh 1995). Bunla beraber meristamatik
yapilarin, ¢iceginin agmamis halinden, ¢igek ya da yaprak sapindan alina yapilarin
medyaya alinarak ¢ogaltilmasi ile organ kiiltiirii de calisilimistir (Novak ve Havel
1981, Juokevieiene ve dig. 2005). Pirasa 1slahinda, pirasanin eseysiz (kolonal)
yetistirilmesi gii¢lii sonuglar vermektedir. Ancak hedeflenen, pirasa bitkisinin sahip

oldugu yiiksek heterozigot genetigin neden oldugu olumsuzlugun giderilmesidir.
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Bununla berabaer iki yillik tiirlerde biiyilk oranda disardan tozlasma
gerceklesir (Berninger ve Buret 1967). Bunlarda tek tiplestirme c¢aligsmalari olumlu
sonuglar vermemistir. Kendilesme gilicligli gosteren ve daha c¢ok acik tozlasan
pirasalarda bu durum homozigot ebeveyn hattin1 elde etmede sorun olmaktadir.

(Smith ve Crowther 1995).

Allium ampeloprasum, kendilesme yerine disardan tozlasma egilimine sahip
bir bitkidir. Bununla beraber genetik olarak hibrit allel varhiginin yiiksek olmasi,
1islah galismalarini yavaslatma ve zorlastirmaktadir. Pirasa bitkisini genotip olarak
saflagtirmak i¢in seleksiyon 1slah1 yerine biyoteknolojik c¢aligmalar1 kullanmak
gerekmektedir. Dogal yetistirme sekline alternatif olabilecek biyoteknolojik
caligmalar 1970'li yillarda denenmistir. Doku Kkiiltiiriinde rejenere olmasi ile
pirasalarin in vitro kosullarda iretilebilecegi anlagilmis oldu (Kaska ve dig. 2014).
Sonraki yillarda ise haploidizasyon metodu denenmis, homozigot genlere sahip
bireylerin ortaya ¢ikmasi igin uygulanmistir. Ozellikle kendileme depresyonu
gosteren pirasa gibi bitkilerde ploidi seviyesi yariya diistiriilerek haploidlestirme
uygulanmistir. Bu yontem sonucu somatik hiicreler de gamet hiicrelere es deger bir
kromozom sayisina sahip olur. Haploidizasyondan biri olan androgenesiz pirasada
amacina ulagamamugtir. Allium ampeloprasum anterlerlerindeki olgun olmayan
polenler in vitro kosullarda denenmis, basar1 gozlenmemistir (Keller ve Korzun
1996a). Disi gametten haploid uyarimi yani ginogenesis uygulamasi yapilmis,
prrasadaki ovum, ovaryum kiiltiire alinip dollenmemis yumurta hiicrelerinden
embriyo ve bitkicik tretilebildigi gozlenmistir (Alan ve dig. 2016 a, b). Ginogenesis
uyarimina cevap veren pirasalarda tetraploit ebeveynler, diploid bireylere donisiir.
Bunun igin agmamis ¢igek yapisini uyarici medya ig¢ine ekmek gereklidir (Chen ve
dig. 2011, Keller ve Korzun 1996b). Ginogenesis yontemi daha Once soganlarda
(Allium cepa) denenmis ve saf sogan hatlari iiretiminde basarili olunmustur (Alan ve
dig. 2004). Hatta ginogenesis ile saf hat iiretiminin klasik 1slaha kiyasla 8 yil erken
sonu¢ alinabilecegi rapor edilmistir (Hyde ve dig. 2012). Islahta ginogenik bitki
uygulamasi ekonomik avantaj saglayabilecegi gibi bilimsel agidan 6nemli kaynak

olusturmaktadir.

Pirasa, tetraploittir (2n=4x=32), ginogenik olanlar ise diploiddir (1n=2x=16).
Kromozom seviyesi elimine edilmistir (Alan ve dig. 2016b). Ginogenik pirasalarin,

yeni pirasa Uretiminde kullanilamayacagi bazi arastirmacilar tarafindan rapor
11



edilmistir (Voorrips 1991, Schum ve dig. 1993). Ginogenik pirasa hatlarinin tarima
entegre olabilmesi i¢in kromozom katlamasi uygulamalar1 ile ploidi seviyesinin
tekrar iki katina ¢ikarilmasi gerekmektedir. Boylece saf pirasa hatlarin liretiminde
ginogenik olanlar ara basamak olacaktir. Kromozom katlamasi yapilan ginogenik
hatlarin karakterizasyonunun yapilmasi bagka herhangi bir ¢aligmada yer almamustir.
Pirasada ploidi degisiminin, bitki gelisimi ve tohum verimliligi lizerindeki etkisi bu

calisma ile gozlenmistir.

1.2.  Ginogenesis

Bir bitki tiirtiniin esey hiicrelerindeki kadar kromozomu somatik hiicrelerinde
tagiyorsa, bu bitkiler haploiddir. Haploid miktardaki kromozomu iireme hiicreleri
tagimaktadir (sperm ve yumurta). Ancak vejetatif kisimlardaki hiicrelerin de
gametlerdeki kadar kromozom tasimasi, o bitkinin haploid oldugunu ifade eder
(Murovec ve Bohanec 2012). Haploid bitkiler lokuslarinda sadece bir alel tagir. Saf
hat bir bitki elde etmek igin ilk kullanilacak haploid baslangi¢ metaryali, disi ya da
erkek iireme hiicreleridir. In vitro bir ortamda haploid bitkilerin iiretilmesi icin
gametler (erkek ya da disi) kullanilir. Erkek iireme hiicresinden haploid bitkilerin
elde edilmesine androgenesis denir. Androgenesiste heniiz tam olgunlagsmamis geng
anterler, bulunduklar1 ¢igek tomurcuklarindan alinarak besi ortamina ekilir.
Androgenesis, dollenmede uyusmazlik yasayan tiirlerde homozigot hattin kisa siirede
elde edilmesinde biiyiik avantaj saglamaktadir. Haploid bitki disi gametinden
tiretiliyorsa, buna ginogenesis denir. Ovaryum kiiltiirii ile ginogenesis saglanmakta
ve burada dollenmemis ovaryum, disi gametofitlerin veya oviiliin uygun kiiltiirlere
alinarak yapilan bir islemdir (Babaoglu ve dig. 2002) ve 2 yontem ile
gerceklestirilebilmektedir.  Birinci  yontem  heniiz  olgunlasmamis  c¢igek
tomurcukalrinin iki haftaya yakin bir siire kiiltiirde tutulmasi ve sonrasinda
ovaryumu c¢ikararak mitotoik olarak yenilenmesi esasina dayanir, rejenere olmasi
beklenir (Jakse ve dig.1996). Ikinci ydntem ise yine heniiz olgunluga erismemis
cicek tomurcuklarindan ovaryum yapisi ¢ikarilir ve kiiltiirde denenir (Muren 1989).
Genetik olarak incelenecek bitkinin saf hat homozigot hatlarinin elde edilmesinde ilk
basamak haploidizasyondur. Hem erkek hem disi cinsiyeti birlikte gosterip erkek
kisirhigr olan ve androgenesise olumlu yanit olusturmayan bitki tiirlerinin
haploidizasyonu i¢in avantaj saglamaktadir (Thomas 2000, Bhat ve Murthy 2007).

Ginogenesis uyartim basaris1 pek ¢ok etmenden etkilenmektedir: Donér bitkinin
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biiyiime ve gelisme kosullari, gilinliik magruz kaldigi 151k yogunlugu ve siddeti,
gelisim donemlerindeki sicaklik degerleri, genotipi, besiyer 6zellikleri, inkubasyon

kosullar1 gibi (Babaoglu ve dig. 2002).

Haploid bitki genomlarinda her kromozomdan tek set bulunmasi sebebiyle
resesif gen mutasyonlar1 ortaya cikarilabilir. Saf hat olan homozigot genotipli

ebeveynler kullanilarak verimli yeni melezler elde edilebilir (Shalaby 2007).

Bunun yaninda haploidizasyon ¢aligmalar1 somatik melezleme ¢alismalarinin
daha 1iyi sonuglar almasini saglayabilir. Protoplast kiltlirii ile iki monoploid
protoplastin fiizyonu saglanarak “diploid” elde edililir. Bu yontemle Somatik

melezleme ¢alismalarinda engel teskil eden etmenlerin ¢ogu ortadan kalkabilir.

1.3.  Poliploidi

Ploidi, canli genomundaki kromozom setlerinin miktarinda, sayisinda olusan
degismelere denir. Eger somatik yapilarin hiicrelerindeki kromozom sayist 2
takimdan fazla ise buna, poliploidi denir. Haploid kromozom sayisini "n" kabul
edersek, bunun 2 katina sahip bitkilere diploid, deriz ve 3 veya daha fazla katina
sahip bitkilere poliploid bireyler denir. Poliploidi canli hiicrelerinin sahip oldugu
genomda, tiim kromozomlarin ayni oranda artmasidir. Iki tip olur: allopoliploidi ve
otopoliploidi. Bir tiir icerisinde genom sayisinin katlanarak artmasina yani
otopoliploidi ve farkli genomlar tagiyan iki tiirin melezlenmesi ile kromoozm sayisi

iki katina ¢ikarak allopoliploidi olusur.

Poliploidi dogada 6zellikle bitkilerde kendiliginden olusabildigi gibi in vitro
kosullarda yapay olarak da saglanabilir. Pirasalarin biyoteknolojik c¢alismalarinda
somatik yani mitotik kromozom katlama yontemleri ile poliploidi denenmistir. In
vitro kosullarda ¢ift olan ve hiicre boliinmesinde yan yana duran homolog
kromozomlarin birbiri ile eslenmesi engellenir. Sonugta zigotta katlanmig kromozom
ile sayisi artar. Pirasalarda haplit olan ginogenik diploid bitkicikler, mitoz engelleyen
kimyasal bir ajana maruz birakilir. Hiicre boliinmesinin interfaz evresinde normal
sekilde eslenen DNA'dan sonra anafaz evresinde ig ipliklerinin tutunmasi ile
kromozomlar, zit kutuplara ¢ekilir ve ayrilir. Ancak antimitotik bir ajan varliginda ig
ipliklerinin dimeleri engellenerek kromozomlarin ¢ekilerek ayrilmasi ger¢eklesmez.
Boylece hiicre boliinmesi normal sekilde tamamlanmaz.
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Otoploid bitkiler haploid benzerlerine gore daha iri vejetatif yapilara
sahiptirler ve daha kalin olurlar. Daha iri ve koyu renkli yapraklara sahiptirler.
Tohumlari, kokleri, ¢icekler daha biiyiiktiir. Daha diisiik dollenme sansina sahiptirler.

Anormal kromozomal halleri nedeniyle polenler steril olur.

Dogal Alloploidler, dogada, dogal yollarla melezlenmis, olusan hibrit
bitkilerin kromozom sayilari, kendiliginden katlanmistir. Bugday, yulaf, pamuk,
tiitlin, sekerpancar1 dogal alloploidlere sahiptirler. Dogada bulunan alloploid tiirler;
daha fazla fertiliteye sahiptirler, diploid ebeveynlerden daha kuvvetlidir. Farkli
kosullara uyum saglayan diploid ebeveynlerden olusan alloploidlerin ise uyum
yetenegi daha gelismis ve tdlerans araligi genistir. Alloploid bitki hiicreleri
diploidlere gore daha biiyiiktiir. Yiiksek seviyede bir poliploid bitkide, ebeveynlerden
gelen karakteri bozan, zararli resesif mutasyonlar, dominant alleller tarafindan

ortiilebilir. Boylece bitkilerin alisilmis fenotipik goriiniisleri ortaya ¢ikmayabilir.

Stack ve Roelofs (1996) tarafindan yapilan c¢aligmalarda Allium
ampeloprasum'un otoploid oldugu diigiincesini ortaya koymuslardir. Daha 6nce
yapilan aragtirmalar da bu goriisii destekler niteliktedir. Ancak Koul ve Gohil (1970),
Khazanehdari ve dig. (1995) Allium ampeloprasum 'un farkli yabani akrabalarmdan

dolay1 genomlarin karigtig1 diistincesi ile alloploid oldugunu savunmuslardar.

Bitki tiirlerinin kromozom yapilar1 c¢esit gelistirmede kullanilacak 1slah
uygulamalarin1 da etkiler. Kromozom sayisindaki artis dogal (kendiliginden)
olabilecegi gibi yapay olarak doku kiiltiirii ortaminda da yapilabilir. Daha ¢ok 1slah
caligmalar1 dahilinde olur. 2002'de yapilan Babaoglu ve dig. ¢alismalarina gore
kromozom arttik¢a, bitkisel yapilar ve organlarda irilik meydana gelmektedir. Mesela
haploidizasyon ile olusturulan yeni bitkicikler normal diploid muadillerine oranla
daha kiiciikk ve ufak organ ve yap1 formlarina sahiptirler. Bazi poliploidlerde ise
bunun tersi Ozellikler gosterebilmektedir. Daralma, kiigiilme veya cilizlasma gib.
Poliploid bitkilerde dokulardaki su orani diploidlerdekine oranla daha fazladir. Bu
suyun fazlalifindan dolay1 irilesmenin oldugu one siiriilmektedir. Dokulardaki su
artis1 soguklara kars1 hassasiyeti de arttirmaktadir. Diploid bitkilerin soguklara kars1

daha dayanikli olmasi sonucu ¢ikmaktadir.

14



14. Kromozom Katlama Cahsmalari

Poliploidi, seksiiel ya da somatik olabilir. Ilk denenen seksiiel poliploididir.
Kolsisinin kesfinden once 1slah i¢in uygulanan esey poliploidi, patateste, yoncada,
yer elmasinda ve giil gibi ticari 6neme sahip tiirlerde denenmistir (Ramanna ve
Jacobsen 2003). Esey poliploidi; indirgenmis-indirgenmemis gametlerin birlesmesi
ya da her ikisi de indirgenmemis gamet birlesmesi temeline dayanir. Eseysel
poliploidi, somatik olandan daha fazla genetik etkiye sahiptir. Bu sadece kromozom
seviyesinin yiikselmesi degil, gen ifadesinin artmasi ve genetik rekombinasyonun
mayotik etkiden bagimsiz c¢ogalmasi demektir (Ramsey ve Schemske 1998).
Ramanna ve Jacobsen (2003) triploid muz elde etmek icin ayni yoOntemi

kullanmislardir.

Somatik (mitotik) poliploidi ise, somatik dokularda kromozom katlama
uyariminin gerceklesmesidir. Ilk uygulamalar embriyoyu, gelisimi sirasinda yiiksek
sicakliga maruz birakmak seklindeydi. Randolph (1932), tetraploit misiri, yiiksek ya
da diisiik sicakliga tuttugu embriyo ile elde etmistir. Sonra ayni metot, ¢cavdar ve

bugdayda kullanmis ve kromozom sayisini arttirmistir.

Poliploidi, ayrica 1slaha engel olan bitki kisirligini ortadan kaldirmak igin
tercih edilir. Haploidi ile kromozom sayis1 indirgenmis ve dolayisiyla saflagtirilmig
bitki ebeveynlerin 1slah uygulamalarinin devaminda kullanilabilmesi i¢in tohum
tiretebilir hale gelmesi (verimli) sarttir. Ginogenesis yoluyla somatik hiicrelerdeki
ploidi seviyesi yarilanmis %100 saf bir bitkinin 1slah materyali olarak kendindeki
homozigot genotipi nesillere aktarmasi hedeflenmektedir. Bunun i¢in kromozom
katlama c¢aligmalar1 yapilmakta ve bitki hatti bastaki kromozom seviyesine

kavusmaktadir, eski dublike haline donmektedir (Ellialtioglu ve dig. 2001).

Kromozom katlama c¢alismalar1 kolsisinin kesfi ile hiz kazanmistir (Blakeslee
ve dig. 1922). Cayirda safran1 (Colchicum autumnale) ekstratindan elde edilen
alkoloid, antimitotik sekilde davranir. Kolsisin, mitoz esnasinda ig iplikleri
yapisindaki  o-tubulin  ve B-tubulin  dimerlerine  baglanarak, mikrotiibiil
polimerizasyonunu inhibe eder. Interfazda eslenen kromozom kromatitleri, anafazda
ayrilmaz ve kromozom takiminda artma gerceklesir. Sahip oldugu bu mekanizmayla
kolsisin kromozom katlama indiiklenmesinde kullanilir. Dhooghe ve dig. (2011)'e

gore bitki tubulinine baglanma afinitesi az olan kolsisinin ancak milimolar diizeyde
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kullanilirsa etkili olabileceginden bahsetmistir. 1966'da Murashige ve Nakano, in
vitro prosediirlerle tiitiin kalluslarina kromozom katlama ¢alismalari yapmislar ve
spontan poliploidi sonucu almislardir. Levan (1938), kolsisinin bitkilerde kromozom
setlerinin katlanarak double haploid yapilmasi i¢in siklikla kullanilan bir bilesik
oldugunu ifade etmistir. Hansen and Anderson, 1998'de yapilan ¢aligmalar, katlanma
frekansinin diisilk oldugu yesil bitkilerde kolsisin uygulamasi yapilarak haploid
bitkilerin elde edilebilecegini gostermistir (Shahinul Islam 2010). Redha ve dig.
(2000)’in yaptig1 calismada kolsisin olmadan kromozomdaki katlanma %26,67
oranini bulurken yapilan kolsisin muamelesi sonrast katlanma %62,04 oranina kadar

ciktig1 gézlenmistir.

Kromozom katlamada ayrica amiprophos-methyl (APM), kafein, orizalin,
kloral hidrat, asenaften, azot protoksit, 2-hydroxynicotinic asit, sulfinilamid,
fenridazonpottasium, trifluralin, etil merkuriklorid, pronamid, hekzaklorosiklohekzan
gibi mitozu engelleyici kimyasal maddelerle de ¢alisilmistir. Bouvier ve dig. (1994)
yaptiklari ¢caligmalara gére bu uyaricilarin zehir etkisine sahip olup, bitkisel dokulara
toksiktir. 1998'de Hansen ve Andersen'in yaptigi benzer caligmalarda da aymi
sonuclar alinmigtir. Orizalin ve APM’nin Kkarsilastirildigi  denemeler de
bulunmaktadir (Bohanec ve Jackse 2001). Bu arastirmada ise ginogenik olan
embriyolar orizalin yahut APM ile islem gérmiis, APM'nin poliploidide daha avantaj
sagladig1 ifade edilmistir. APM (amiprophos-methyl) ile haploid embriyolarda %35
degerde basarinin yiikseldigi Jackse ve dig. (2003)’e gore de ifade edilmistir.
Kromozom katlamasinin APM ve kolgisin yapilarak bitki metaryalinde kayip
oraninin diistligli, bu uygulamadan sonra bitkilerin biiyliyebildigi ve verimli hale
gelebildigi kanitlanmistir. (Alan ve dig. 2007). Tosca 1995'te orizalin ve kolgisini
poliploidi icin kullanip, ikisini de karsilasmistir. Orizalinin bitkisel metaryallere
kolgisinden daha az zarar verdigini belirtmistir. Buna ragmen kolg¢isinin komozom
katlamadaki etkisi daha fazlaydi. Baska bir ¢alismada orizalin ve kolgisin farkl
degerlerde kullanilarak kromozom katlamadaki basarilart degerlendirilmistir
(Geoffriau ve dig. 1997). Bu ¢alismada Allium cepa'dan (sogan) elde edilen
ginogenik eksplantlarda kolgisin 0,62 mM ve 12,5 mM oranlarinda kullanilirken,
orizalin ise 10 uM ve 200 pM degisen oranlarda denenmistir. Sonugta en iyi yiizdelik
orant (%67) kolgisinle yapilan metaryal vermistir. Orizalinin ise sonraki gézlemde

bitki biiyiimesinde olumsuz etkilerinin daha az oldugu ifade edilmistir. Bazi
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aragtirma sonuglarina gore ig ipliklerini inhibe eden bu ajanlar haploidlestirilmis
bitki metaryalinin rejenere olmasini engellemistir (Jakse ve dig. 2003; Grzebelus ve
Adamus 2004). Yapilan ¢alismalarda %40 oranina varan dihaploid metaryal elde
edilmistir, ancak bitkilerde az da olsa kendiliginden katlama meydana gelebildigi i¢in
¢ikan sonug kesinlik icermemektedir. 2012'de Murovec ve Bohanec; APM, orizalin,
triflurolin ve pronamidin kromozom katlama i¢in, ig ipliklerini depolimerize etmede
kol¢isinden daha iyi sonuglar verdigini sdoylemislerdir. Eger in vitro kosullarda bitki
parcasinin islem gordiigii kolgisin miktar1 biiyiikse basarili neticeler elde edilir, fakat
bitkiye zarar1 da olur. Kromozom katlamada mitozu engelleyen kimyasallarin
konsantrasyonu ve muamele siiresi misirda da incelenmistir (Wan ve dig. 1989; Wan
ve dig. 1995). Anterden ¢ogalttigi misir kalluslarin1 5, 10, 20 uM orizalin veya 625
ve 1250 uM kolsisin ile 1, 2, 3 giin boyunca isleme tabi tutmustur. Antimitotik iceren
likit medyaya inkubasyona yatiran arastirmaci, sonu¢ olarak yiiksek oranda
homozigot double haploid misir bitkicikleri elde etmistir.

Sogan ve sarimsagin i¢inde bulundugu familyaya ait pek ¢ok tiirde kromozom
katlama yontemi doku kiiltiirii sartlarinda uygulanmistir. Mitozda replike olmusg
kromatitlerinhiicre ~ kutuplarma  ¢ekilmesi  kimyasal  ajanlarlaengellenerek,
kromozomlarin duplike sekilde kalabilecegi ifade edilmistir (Stoldt 1994, Alan ve
dig. 2007). Ginogenik soganlarda (Allium cepa) denenen kromozom katlama sonrasi
bitkilerin biiyiiyiip tohum iiretebildigi belirtilmistir. Yapraklardan alinan 6rneklerle
olusturulan sivi ortama amiprophos-metil ve kolsisin eklenerek istenilen sonuglar
alinmistir (Maryakhina ve dig. 1981; Stoldt 1994). Yine APM ve kolsisin
uygulamasinin Allium cinsi tiirlerinde bitki kaybini azalttig1 ve biiyiliyebilen bitkisel

metaryellerin de tohum olusturabildigi sonuglarina ulagilmistir (Alan ve dig. 2007).

Dihaploidizasyon denilen bu yontem, haploid bitkinin antimitotik kimyasallar
ile muamelesinden sonra kromozom sayisinin mormal hale tekrardan gelmesidir
(Sangwan ve Sangwan—Norrel 1990; Emiroglu ve Giirel 1993; Sar1 1994).
Dihaploidizasyon, daha onceki yillarda da sarimsaga (A. sativum) doku kiiltiirii
sartlarinda (in vitro) sivi ortama farkli tiirden mitozu engelleyen uyaricilar ilave

edilerek denenmistir (Maryakhina ve dig. 1981; Novak 1983).

Kromozomlarin kendiliginden katlandigi da goézlenmistir. Tesadiifi ve

oldukca az gergeklesen bu durum daha avantajli sayilir. Ciinkii toksik etkiye sahip
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kimyasallarin yaratacagi olumsuz etkiye sahip degildir (Murovec ve Bohanec 2012).
Haploid olan kalluslar indiiklenir ve endomitoz sirasinda kromozom seviyesi iki
katima ¢ikmaktadir (endopoliploidi sirasinda olan). Hatipoglu (1999)’nun
arastirmasina gore ¢icegin yapisindaki haploid mikrosporlarin mitoz ile olusturdugu
cekirdekler bazen birlesebilir. Polen igerisinde bekleyen generatif ¢ekirdek ve
vejetatif ¢ekirdeklerin fiizyonu ile yeni diploid yetisen bitkicikler olusabilir. Alpsoy
(1999) ve Alan ve dig. (2007)’e gore polen ig¢indeki g¢ekirdeklerin birlesmesi ile

olusan diploid hiicreler kiiltiire alinirsa, diploid yeni bitkicikler yetistirilebilir.

Allium ampeloprasum (pirasa) ile yapilan kromozom katlama c¢alismalarinda
Stoldt, (1994) degisik mitoz engelleyici kimyasal kullanip denemeler yapmuistir.
Kolgisinin %0,15 kullanildig1 poliploidi ¢alismasinda basar1 %15-35 seklindedir.
Allium ampeloprasum ebeveyn hatlar1 tetraploiddir. Ginogenik yontem ile
haploidizasyon yapilan bitkicikler diploid olurlar. Ginogenik pirasa eksplantlarina
uygulanan kromozom katlama ¢aligmasi bitkideki kromzom seviyesinin tekrar
tetraploide cikarilmasidir. Bunun i¢in ayrintili sonug veren gesitli ¢aligmalar heniiz

yoktur.

In vitro kosullarda kromozom katlama basarisi, uygulanan bitki tiiriine ve
doku kiiltiiriinde rejenerasyona, eksplant tiirline, antimitotik maddenin oraninave
siiresine, soliisyonuna, bitkileri disar1 alistirma zamanina ve uygulanan poliploidi
protokollerine baglidir. In vitro poliploidide iyi standart yakalamak ve siirecin
kontroliinii daha 1iyi saglamak icin etkili prosiidiirlerin gelistirilmesi ihtiyaci

dogmaktadir.

1.4.1. Poliploidinin Avantajlar:

Poliploidi ¢aligmalar1 uzun vadede evrimsel esneklik sagladigi gibi bitki
genetigine dnemli gelismeler sunmustur. Yeni tiirlerin olusmasinda da rolii biiytiktiir
(Comai 2005; Jiao ve dig. 2011). Hiicre basina ikiden daha fazla kromozom setine
sahip olmak, bitkilerde tiirlesme ve ¢esitlenme oranini arttirdigi tahmin edilmektedir
(Soltis ve dig. 2009). Genlerin kopyalarmi arttirdifi igin poliploidi, hiicre
biiytikligiinii arttirir. Sonugta kromozom seviyesi artmig bireyler, diploid olan
atalara kiyasla daha biiyiik organ ve kokler, daha genis yapraklar, meyve, cicek
yapilar1 ve hatta daha biiylik tohum ve tiiberler tasimaktadir (Stebbins 1950).

Bunlarla beraber fenotipik ¢esitlilik, mutasyonel saglamlik, heterosis ve liremedeki
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degisim 1slah metotlarinda yapay olarak yapilan kromozom katlama g¢aligmalarini
arttirmigtir. Islahtaki otopoliploidi uyartimi, canli tohum oraninin diisiik oranda
olmas1 sebebiyle bitkinin vejetatif ¢ogalmasini sinirlandirmaktadir. Crow (1994)’a
gore istisna olarak tohumsuz meyve iiretimi gibi istenilen karakterler de ortaya
cikarilabilir.  Ornegin triploid cekirdeksiz karpuzdaki cazip ozellik gibi.
Otopoliploidi, bazi stres durumlarina (kuraklik, su azhigi, sicaklik, patojenlerin

varlig1 ya da besin eksikligi gibi) toleransi arttirabilir.

Genomu c¢ok fazla heterozigotluk igeren bitki tiirlerinde, zararli allellerin
varligt olabilir. Tiiriin duplike edilmis genleri ile tek lokusta bulunan zararh
mutasyonlar maskelenebilir. Bu anlamda genlerin ekstra kopyalari, koruyucu
islevindedir (Comai 2005).

Hibrit tiirler, melezlesme ile olusur ve bu esnada homolog kromozom
ciftlerinin dogru eslenememesi nedeniyle bu bireyler sterildir Genomu indirgenmis
bu hibritlere uygulanan duplikasyon, kromozom ciftlerinin eslenmesini saglayarak,
bitkinin steril durumunu ortadan kaldirir. Boylece poliploidi, steril hibritlerde
fertiliteyi saglayarak, iki tiir arasinda genetik transferine kap1 aralar (Dewey 1980).
Olsen ve dig. (2006) de intergenerik bir streil hibrit olan Chitalpa tashkentensis ile
olan caligmasinda anti-tlibiilin olan orizalinle kromozom katlamas1 yapmustir.
Sonugta verimliligini koruyabilen yeni C. tashkentensis'ler elde etmistir. Bu
hibritlerden elde ettigi allotetraploit bireyler 1slahta kullanilabilir hale gelmistir. O
halde poliploidi, allopoliploid tiirlere katki saglamaktadir.

Giinlimiize kadar denenmis kromozom katlama ¢alismalar1 sadece
gozlenebilen Ozelliklerin iyilestirilmesi i¢in degil, daha fazla iiriin alma, koti
mutasyonel genlerin etkisini azaltma, melezleme giiciinii arttirma, kisirligi ortadan
kaldirma ve ekonomik 6neme sahip Ozellikleri tasiyan birey elde etmede sagladigi

yararlar i¢in kullanilmaktadir.

1.4.2. Ploidinin Belirlenmesi

Kromozom katlama uyartimi1 sonrasi g¢abalarin sonug¢ verip vermedigini
bilmek oOnemlidir. Kromozomu katlanan bitki tiplerinin tespiti i¢in, morfolojik
ozelliklerin gozlemi ve dogrudan genomundlgiilmesi gereklidir. Fenotipik
karakterlerin gozlemi ve normal orjinal bireylerle kiyas yapmak, kolay ve hizl
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olmakla beraber tek basina karar vermede yeterli degildir. Ornegin poliploid bitkide
stoma biiyiikliigii ve kloroplast yogunluguna bakilarak tespit etmeyi; Silva ve dig.
(2000) orkidelerde, Kadota ve Niimi (2002) armutta, sonraki ¢alismalarda iizimde
kullanmustir. Keller ve Korzun (1996a, b)'a gore, kromzom katlanmas arttik¢a bitki
yapraklarinda stoma uzunlugu ve plastit sayist artmaktadir. Buna benzer bir iligkiyi
Tatum ve Rayburn (2006) yapraklardaki epidermal yapilari izlemisler ve kilit hiicre
stoma blyilikligi ile DNA igerigi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu

belirtmislerdir.

Fenotipik gozlemlerin dogrudan kromozom igerigini sayabilecek olgiimlerle
desteklenmesi gerekmektedir. Kromozom igeriginin direk tespiti ile kesin
sonucalinabilir, bununla beraber sitogenetik tekniklerin yorucu ve tiire spesifik
protokollerin uygulanmasi ¢ok emek gerektiren bir istir (Dolezel ve dig. 2007). Flow
sitometri, kisa zamanda kromozom analizi yapabilecegi i¢in hizli ve giivenilirdir.
Flow sitometri analizinde DNA miktar1 bilinen 6rnek baz alinarak, DNA miktar1
bilinmeyen numunenin ploidi seviyesi mutlak ya da yaklasik olarak belirlenebilir.
Flow sitometri cihazinda, bitkisel hiicre partikiillerini igeren siispansiyon bir
kanaldan gecerken lazer 15181 ile aydinlatilir. Hiicrelerin lazer 1s181na verdigi sinyaller
toplanir ve analiz edilir. Flow sitometride arastirilacak bitkisel materyal, bitkinin
mitotik yetenege sahip kok ve siirgiin apikal kisimlarindan hazirlanan preparattir.
Campion ve dig. (1995b), siirgliniin meristematik uglarindan elde edilen preparat ile
kromozom seviyesini tespit etmistir. Campion ve Allan (1990) ise kok apikal
kisimlarin1 kullanmiglardir. Dogrudan 6l¢lim olan flow sitometrinin daha hizli ve
giivenilir ploidi seviyesi belirledigi aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir (Bohanec

2003; Alan ve dig. 2003b, 2004, 2007).
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2. YONTEM

2.1.  Bitki Materyali

Bu calismada kullanilan bitkisel materyal, Pamukkale Universitesi
BIYOM'dan (Bitki Genetigi ve Tarmmsal Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi) tedarik edilmistir. Akdeniz, Ege ve Marmara bolgelerine uyum saglamis
dort farkli OP (open pollination) pirasa hattindan iiretilen ginogenik, direk tohumdan
bitkiler kullanilmistir. Dort hattan gelen A. ampeloprasum progeni: Inegél, Tarsus
Kisa, Tarsus Uzun ve Kartal Kalemdir. Dort farkli pirasa dondriinden yaklasik olarak
agmamis 20 bin ¢icek tomurcugu Oncelikle haploidizasyon igin kiiltiire alinmistir.
(Sekil 2.1). Piwrasa bitkilerinin haploidizasyonu igin ginogenesis yontemi
uygulanmistir. Bunun i¢in BDS, MS ve B5 temelli yedi farkli ortam hazirlanmstir.

Tablo 2.1' de ginogenesis i¢in hazirlanan ortamlar verilmistir.

Tablo 2.1: Deney’de kullanilan ginogenesis uyartim ortamlar1 ve igerikleri.

Oksin Sitokinin Karbon Katilastirici
Uyartim 2,4-D NAA BAP 2ip Sukroz (g/l) | Agar (g/l)
ortam (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
*BDS temelli
A 2 - 2 - 100 7
A4 - - - - 100 7
PMS temelli
B 2 - 2 - 100 8
Bl - - - - 100 8
B2 - 1 - 8 100 8
°B5 temelli
D1 2 - 2 - 100 7
D2 - - 100 7

a- Bohanec ve Jakse (1999). b- Murashige ve Skoog (1962). ¢-  Gamborg ve dig. (1968).

Buradan elde edilen bitkiler 17°C sicakliga ayarli ve nemi kontrol altinda
olan, 16 saat kadar aydinlik ve karanlig1 8 saat olan biiylitme kabinine aktarilmistir.
Ginogenik ve diploid oldugu tespit edilen 114 adet pirasa eksplanti kromozom
katlama islemine tabi tutulmustur. Kromozom katlamaya tabi tutulan 53 eksplant
Tarsus Uzun, 19 eksplant Tarsus Kisa, 33 eksplant Kartal Kalem ve 9 eksplant ise

Inegdole aittir.
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Sekil 2.1: A. Pirasanin ¢igceklenmeye basladigi evre. B. Agmayan tomurcuk kullanilir (¢igek umbeli) C.

Cigek tomurcuklari sterilize edilir. D.Sterilizasyon sonrasi tomurcuklar kurulama kagidi {izerine

birakilir. E. Tomurcuklar ginogenesis kiiltiiriine yerlestirilir. F. Uyartim i¢in kiiltiire alinir ve izlenir.

G. Ginogenik hale gelmis bitki H. Uzama ve biiyiime i¢in tiipe ekilen ginogenik bitki.

2.2.  Bitkisel Materyallerde Cekirdek DNA Miktar1 Analizi ve Ploidi
Tespiti

Ginogenesis uyartim kiiltiirlerinden elde edilmis olan ve belirli bir biiyiikliige

gelen (lig-dort yaprak) her ginogenik ve somatik pirasa bitkileri ploidi analizi i¢in

hazirlanmistir.  Steril olan kabindeki tiiplerde biiyiiyen bitkilerin yapraklarindan

parcalar kesilmistir. Kesilen bitkisel doku pargalari hemen buza konulmustu. Ploidi

seviyesi Olgiilecek bitkisel metaryalden 50 mg kadar alinmistir. Kontrol bitkisi olarak

arpa kullanilmigtir (Hordeum vulgaris). Arpadan da 10 mg kadar kesilmistir. Her iKi

bitki parcalarmin iistiine NIB c¢ozeltisi (¢ekirdek izolasyon ¢ozeltisi) eklenmistir

(Alan ve dig. 2016a). Tablo 2.2’de NIB buffer igerigi verilmistir.

Tablo 2.2: NIB* (Nuclei isolation buffer) igerigi.

Kimyasal Kimyasal Miktari Final Konsantrasyon Miktan
HEPES 360 mg 15 mM

Na2EDTA 37,22 mg 1 mM

KCI 597 mg 80 mM

NaCl 116,9 mg 20 mM

Triton X-100 200ul %0,2 (Vi)

Siikroz 10,39 300 Mm

Spermin 17,4mg 0,5 Mm

PVP-40 lg %1

* NIB soliisyonu hazirlandiktan sonra pH degeri 7,5 olarak ayarlanir ve kullamim zamanina

kadar-200C’de saklanabilir.
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Jilet ile hazirlanan yaprak kisimlar1 ezmeden kesilmistir ve olusturulan kiigiik
pargalarda hiicre g¢ekirdeklerinin agiga ¢ikmasi amaglamistir. Bunun {izerine NIB
soliisyonundan 0,5 ml kadar konulmustur. Filtre kullanilarak tiiplere stiziilerek
girmesi saglanmis ve buz i¢inde bekletilmistir. Hazirlanan 6rneklere Propidyum
iyodiir denilen boya eklenir ve vortekslenmistir. Bu islemden hemen sonra flow
sitometri ile teker teker Olgiilerek 6rneklerin DNA miktarlar1 ve kromozom seviyeleri
tespit edilmistir. Pirasa ve arpa Orneklerini analiz ettigimiz FCM analiz sonuglari
Sekil 2.2'de gosterilmektedir. Farkli ebeveyn pirasa hatlarindan gelen ginogenik

pirasalarin ploidi 6l¢iim sonuglar (yilizdelik olarak) Tablo 2.3'de verilmistir.

Tablo 2.3: Elde edilen ginogenik bitkilerin farkli A. ampelopresum genotiplerine gére ploidi

seviyeleri.

Genotip Iﬁiii;fs? N (%) Z'E'C;SN AN (%)  AN+8N 8N
TU 82 57(6951)  1(122) 22(2683)  1(122) 1122
TK 38 21(5526)  1(263) 16 (42.11) i
KK 70 44 (62,86) ) 24(3429)  1(143)  1(1,43)
iING 21 14 (66,67) ; 6 (28,57) - 1(4,76)

Toplam 211 136 (64,46) 2(0,95) 68 (32,23) 2(0,95) 3 (L,42)

Analizlerde tetraploit olarak tespit edilen bitkiler aklimize edilerek seraya
aktarilmistir. Diploid oldugu tespit edilen ginogenik bitkilerin ise kromozom

katlamas1 uygulamalarina tabi tutulmuslardir.
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Sekil 2.2: i¢sel kontrol olarak arpanin (Hv) kullamldig: tetraploid ve diploid pirasa (Aa)
materyallerinin FCM analizinde elde edilen histogramlar (A. Tetraploid (2n = 4x) pirasa fidesi. B.
Diploid (1n = 2x) ginogenik pirasa bitkisi. 2C ve 4C pikleri GO/G1 ve G2/M asamalarini
gostermektedir).

Dort farkli genotipteki pirasa tipinde uygulanan gingenesis ile ginogenik

bitkiye doniisiim oranlar1 Tablo 2.4'de verilmistir.

2.3. Kromozom Katlama Uygulamasi

Kromozom katlama calismasi i¢in kullanilacak bitkisel materyal 4 farkh
pirasa ebeveynlerinden elde edilen ve FCM analizi ile diploid (2n=2x=16) oldugu
tespit edilen ginogenik bitkilerdir. On hazirlik olarak Murashige ve Skoog (1962)'a
uygun protokollerde MS medyalar1 hazirlanmistir. Kontrol amacli 6 adet bitki
secilmistir. Her bitkiye bir kod ve numara verilmistir. Bu kodlarda hangi pirasa
hattina ait oldugu ve hangi ginogenesis uyartimi ile olustugu bilgisi bulunmaktadir.
Kabinde bekledigi kiiltiirlerden alinan 6 farkli kontrol bitkisinin koklerinden yarim
cm kesilerek Ornekler hazirlanmistir. Kiiclik ekstratlar MS medyalar1 igine
yatirtlmigtir. Kntrol bitkileri herhangi bir kimyasal ile temas etmemesine ragmen 48
saat bekletildikten sonra 10 dakika ara ile 3 kez steril distile su ile yikanmustir.

Numaralarmin yazili oldugu uzama medyasi i¢inde cam kavanozlara yerlestirilmistir.

24



Tablo 2.4: Deneyde kullanilan ginogenesis uyartim ortamlari ve igerikleri.

Pirasa Ginogenesis Ekilen Ginogenik Ginogenik Ginogenik
genotipi | uyartim ortami tomurcuk bitkicik no. bitki no. bitkiye
sayisi (%)b (%) doniisiim
(%)
Inegol
A 600 8 (1,33)A 2 (0,33)A 25
A4 750 3 (0,40)A 2 (0,27)A 66,67
B 801 9 (1,12)A 3(0,38)A 33,33
Bl 750 5 (0,66)A 4 (0,53)A 80
B2 750 5 (0,66)A 1(0,13)A 20
D1 720 4 (0,55)A 1(0,14)A 25
D2 750 4 (0,53)A 0A 0
Tinegol 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
B 600 22 (3,67)A 17 (2,83)A | 77,27
Bl 690 3 (0,44)A 0A 0
B2 630 2 (0,32)A 0A 0
D1 570 1(0,18)A 1(0,18)A 100
D2 750 7 (0,93)A 1(0,13)A 14,29
YTarsus 4650 71 (1,53) 40 (0,86) 56,34
TK
A 600 9 (1,50)A 6 (1,00)A 66,67
A4 780 0A 0A 0
B 630 5(0,79) A 3 (0,48)A 60
Bl 690 4 (0,58)A 3 (0,44)A 75
B2 690 2 (0,29)A 0A 0
D1 750 12 (1,6)A 10 (1,33)A 83,33
D2 720 16 (2,22)A 10 (1,39)A | 62,5
ITK 4860 48 (0,99) 32 (0,66) 66,67
KK
A 750 0 0 0
A4 750 5 (0,66)A 3(0,40) A 60
B 810 8 (0,99) A 5 (0,62)A 62,5
Bl 750 11 (L,A7)A 6 (0,80)A 54,5
B2 690 5 (0,73)A 2 (0,29)A 40
D1 720 0A 0A 0
D2 750 4 (0,53)A 1(0,13)A 25
TKK 5220 38 (0,73) 17 (0,33) 4473
Toplam 19851 195 (0,98) 102 (0,51) 52,31
Kromozom katlama ¢alismast i¢in iki farkli antimitotik kimyasal

hazirlanmistir (Kolsisin ve Amiprophos-metil (APM): Kolsisin, 250 ve 500 mg/L ve
APM ise 200 ve 400 mM olmak iizere 2 farkli konsantrasyonlar1 denenmistir).

Tablo 2.5'te kromozom katlamasi uygulanan bitki toplam sayis1 verilmistir.
Kromozom katlama ¢aligsmasi yapilan bitkiler; numaralari, se¢ildikleri ebeveyn hatti

ve tabi tutulduklar1 kimyasal Tablo 2.6'da verilmistir.
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Kolsisin i¢in 6ncelikle 500 mg/Litre ve 250 mg/Litre konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir. Kolsisin karisiminin ¢oziilmesine ve ¢okelmemesine dikkat edilerek
tizeri distile su ile tamamlanmistir. Sivi MS medyasi igine hazirlanan
konsantrasyonda kolsisin karistmi eklenmistir. 6 yuvali platelerin her bir yuvasina,
MS ve kolsisin karigimi olan soliisyondan pipet yardimi ile 8 ml kadar eklenmistir.
Kromozom katlamasi icin kullanilacak bitkiden, steril ve 1slak bir kagit {izerinde
kokleri kesilerek ve govdeden yarim cm kesilerek bir 6rnek hazirlanmistir. Bitki

ornekleri, plattelerdeki kuyucuklara MS ve kolssin iceren soliisyona yatirilmistir.

APM 'in 200 ve 400 mM olmak {izere 2 farkli konsantrasyonu kullanilmistir.
APM 'nin tiizeri distile su ile tamamlandiktan sonra MS medyas: icine aktarilir.
Kullanilacak bitkiler agardan temizlendikten sonra 1slak ve steril bir kagit tizerinde
meristematik dokulara zarar gelmeyecek sekilde yarim cm kesilerek kok ve gévde
kiigiiltilmistiir. 6 yuvali platellere 6nce 8' er defa pipet ile MS ve APM 'nin birlikte
oldugu karisim eklenmis, ardindan hazirlanan bitki 6rnekleri yuvalara konulmustur.
Bu islem Sekil 2.3'de gosterilmistir. Uygulamalardan sonra plattelerin ortiilen
kapaklarinin etrafina parafilm yapilmistir. Plattelerin iizerine uygulanan kimyasal ve
uygulandig1 konsantrasyon yazilmistir. Alimiinyum folyo ile platteler kapatilarak,

steril olan kabine alinmis ve burada bekleme siireleri 48 saat kadardir.

Sekil 2.3: Altili platenin her bir yuvasina antimitotik ajan olan APM, MS medyasina eklenerek
yuvalara doldurulur ve ardindan bitki eksplantlar yerlestirilir. Platteye uygulanan kimyasal ve
konsantrasyonu yazilir.

48 saat sonrasinda yikama islemi yapilmustir. Plattedeki her bir kuyucukta
bulunan soliisyon (uygulanan kolsisin + MS veya APM + MS) bir pipet yardimu ile
bosaltilmistir. Ardindan her kuyucuga 8ml distile su eklendi ve 10 dakika distile su
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icinde bekletilmistir. Bu islem 3 defa tekrarlandi. Sekil 2.4'te gosterildigi {izere
yikanan eksplantlar, kurumalar1 ve sularindan kurtulmasi icin steril olan bir kagit
tizerine birakilmigtir. Yikama ve kurutma iglemlerinden sonra Sekil 2.5'te goriildiigi
gibi yine MS kat1 besiyeri (hormon icermeyen) ile dolu magentalara aktarimi
yapilmistir. Aktarildiklart kavanozlara bitki kodu ve transfer tarihi yazilarak,
izlenmistir. Uzama medyasina numaralandirilarak aktarilan eksplantlardan

kardeslenenler ayrilarak, farkli kavanozlara aktarilmislardir.

Sekil 2.4: Yikama isleminden sonra bitki pargalari steril bir kagit tizerinde kurumasi igine yatirilir.
Boylece fazla sularindan kurtulmus olur.

-

Sekil 2.5: Bitki eksplantlarinin hormon igermeyen MS besiyeri igeren megenta kutularina, bebek
sisesi ya da tiiplere ekimi yapilir. Yikanan ve kurulanan bitki pargalari uzama medyasina ekilmektedir.
Uzerine uygulamasi ve tarihi yazilmaktadir.
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Tablo 2.5: Toplam kromozom katlamasi uygulamasina maruz kalmis bitki sayisi.

UYGULAMA TOPLAM SAYI
250mg/L Kolsisin 28
500mg/L Kolsisin 29

200mM APM 22

400mM APM 29

KONTROL 6
TOPLAM 114

Toplamda 114 bitki kromozom katlama c¢aligsmasi i¢in kullanilmistir. 6 tanesi

kontrol ve 108 tanesi ise antimitotik bir ajana maruz birakilmistir.

Tablo 2.6: Farkli kimyasal ve konsantrasyona tabi tutularak kromozom katlama ¢alsmasinda
kullanilan bitki numaralar1 (Kullanilan bitkilerin numaralari ve ait olduklar1 ebeveyn hatt1 ile birlikte
maruz olduklar1 kimyasal ajan birlikte verilmistir. Tiim ginogenik pirasalar 4 farkli pirasa ebevyn
hattindan ileri gelmistir: Tarsus Uzun, Tarsus Kisa, inegdl ve Kartal Kalem. 1, 2, 3, 4, 5, 6 numarali
bitkiler kontrol bitkileri olup antimitotik bir kimyasal ile islem gérmemistir).

K_OLs_I'SiN UYGULANAN ﬁ?TMKliJYGULANAN KONTROL
PIRA?A BITKI NUMARALARI NUMARALARI OLARAK
DONOR KULLANILAN
HATTI BITKI
250 mg/L 500 mg/L 200 mM 400 mM NUMARALARI
26, 27, 29
TARSUS "o oA | 28,38, 39,
KISA (TK) 13, 14, 15, 16 gé, 53, 54, 40, 98, 99 3,4
KARTAL 82, 83, 89, 95, | 17,20, 76, 77, 34, 35,51, | 49,50, 70,
KALEM 102, 103, 104, | 78,79, 80, 81, 58,52,59 | 71,72,73, 5
(KK) 106 105, 112 74,75
INEGOL 56, 57,
(iNG) 107 18,19 36, 37 100, 6
é4_1£1’-4114_124’-é4_ 7,8,10,11,66, | 40 o 5 | 42,4344,
TARSUS 9’ 12 2’2 23’ 67, 68, 69, 84, 46, 33’ 47’ 45, 60, 61, 19
UZUN (TU) | 2 *2.c2 % | 85,108, 110, 19340 62, 63, 64, !
24, 25, 86, 87, 111 48 65 97 101
88, 90, 91, 92, ' .
93,94
Uzama medyasmna numaralandirilarak aktarilan eksplantlar, kompas

yardimiyla agar iizerindeki kisimlar1 Olcililerek haftalik uzama oranlan takip
edilmistir. Bitki parcalarinin uzama durumlar izlenmistir. Uzama medyasi iginde

istenmeyen durumlar gerceklesmis ve bitkinin sonraki asamaya gecisini
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engellemistir. Magenta kutularinda bakteri enfeksiyonu goriilmiis ve timentin
antibiyotigi kullanilmigtir (300 mg/L). Tablo 2.7'de verildigi iizere uzama
medyasinda kardeslenenen bitkiler ayrilarak farkli kavanozlara alinmiglardir. Uzama
medyasindaki bitki eksplantlar1 sayr olarak artmistir. Bununla beraber bitki
orneklerinde camsilasma, beyazlasma ve zayiflasma da goriilmiistiir. Bu durumda

olanlarin ¢ogu bir sonraki agamaya gecememistir.

Tablo 2.7: Uzama medyasina aktarilan bitki sayisi.

UYGULAMA TOPLAM SAYI
250mg/L Kolsisin 33
500mg/L Kolsisin 41

200mM APM 22

400mM APM 36

KONTROL 6
TOPLAM 138

2.4. Kontaminasyonda Timentin islemi

Biiylime medyas1 igerisinde uzamasi beklenen bitkiciklerin pek ¢ogu
bakteriyal enfeksiyonu goriilmiistiir. Kontamine olan bitkiler tespit edilmis ve
antibiyotik uygulamasi yapilmistir. 300 mg/Litre timentin (antibiyotik) igeren su
hazirland1 ve timentinli suda 15 dakika siireyle bitkiler yikanmistir. Yikanan bitkiler
yine timentin (300 mg/Litre) iceren uzama medyasina aktarilmistir. Uygulama
yapilan ekstratlarin %39'u antibiyotikle islem gormistiir. Tablo 2.8'de timentin

antibiyotigi uygulamasi yapilan bitki sayilar verilmistir.

Tablo 2.8: Timentin iglemi goren bitki sayisi.

UYGULAMA TOPLAM SAYI TIMENTINLI SAYISI
250mg/L Kolsisin 33 3
500mg/L Kolsisin 41 13
200mM APM 22 13
400mM APM 36 25
KONTROL 6 1
TOPLAM 138 45
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138 bitkinin 55 tanesi timentin antibiyotigi ile yikanarak bakteriyal

kontaminasyona engel olunmaya calisildu.

2.5.  Bitkilerin Di1s Kosullara Aktarilmasi

2.5.1. Viollere Transfer Etme

Kromozom katlamasi isleminden sonra normal gelisim gdsteren ve yeterince
koklenen bitkicikler, aklimize olabilmeleri i¢in hazirlanir. Aklimize icin 6 hafta
kadar beklenmistir. Onceden otoklavlanmis toprak viollere doldurulur ve distile su
ile yeterince 1slatilir. In vitro kosullarda yeterince koklenen bitkiler secilip, ¢esme
suyu altinda koklerdeki medyalar yikanir ve viollere yerlestirilir. Bitkinin numarasini
tasiyan etiketler yeniden yazilarak viollere konuldu. Violler polietilen posetlerle
ortiildiikten sonra 17°C olan ve 15181 18 saat alan bir biiyiitme kabinine aktarildilar.
Tablo 2.9'da verildigi gibi uzama medyasindaki 138 bitkinin, 57'si viollere

aktarilmistir. Sekil 2.6°da bitkilerin viollere aktarimi gosterilmistir.

Sekil 2.6: Pirasa bitkilerinin dig ortama aklimize edilmeleri (A. Tiipte biiyiimesi beklenen ginogenik
pirasa bitkisi. B. Tiipten bitki dikaktlice ¢ikarilir. C. agardan temizlenen bitki kii¢iik saksilardaki
topraga ekilir. D. Saksiya poset gegirilerek korunur).

30



Tablo 2.9: Viollere aktarilan bitki sayilar1 ve tarihleri.

TARIH VIOLLERE AKTARILAN BITKI SAYISI
6 Ocak 2016 7 tane pirasa

12 Ocak 2016 5 tane pirasa

20 Ocak 2016 4 tane pirasa

1 Subat 2016 4 tane pirasa

10 Subat 2016 8 tane pirasa

17 Subat 2016 8 tane pirasa

11 Mart 2016 10 tane pirasa

28 Mart 2016 7 tane pirasa

20 May1s 2016 4 tane pirasa
TOPLAM: 57 bitki viole aktarildi.

Pirasa bitkilerinin viollerde durumu izlendi. Violerde gelisip biiyiiyebilen
bitkilerin Tablo 2.10'da verildigi gibi viollerden alinip seradaki biiyiitme kabinine
aktarimi saglanmigtir. 50 adet pirasa bitkisi biiyiitme kabinine gegirilebilmistir. 7

adet bitki violde olmiistiir.

Tablo 2.10: Seradaki biiylitme kabinine alinan bitki sayilar1 ve tarihleri.

TARIH Seraya gecen bitki sayilar

2 Subat 2016 12 tane pirasa

15 Subat 2016 4 tane pirasa

3 Mart 2016 3 tane pirasa

11 Mart 2016 13 tane pirasa

28 Mart 2016 7 tane pirasa

13 Nisan 2016 1 tane pirasa

4 Mayis 2016 7 tane pirasa

30 Haziran 2016 3 tane pirasa

TOPLAM: 50 bitki seradaki biiyiitme kabinine gecebilmistir.
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2.5.2. Serada 7 litrelik Saksilara Alinmasi ve izlenmesi

Seradaki biiyilitme kabininde biiylimesini devam ettirebilen pirasa bitkilerinin
yine seradaki (1sitmasiz) 7 L torf ve perlit iceren (3:1) saksilara transferi yapilmstir.
Seradaki biiyiitme abininde {iriin kayb1 yasand1 31 adet pirasa bir sonraki asama olan
7 litrelik biiyiik saksilara gegebilmistir. Tablo 2.11'de kromozom katlama uygulamasi
yaptigimiz ginogenik pirasalarin bir sonraki asamaya geg¢isini gostermektedir.

Tablo 2.11: Kromozom Katlamasi Yapilan Ginogenik Diploid Bitkilerin Sirasiyla Dig
Kosullara Aktarimi (Uzama medyasinda baz bitkiler kardeslenip ayrilinca bitki sayis1 138'e ¢ikmustir.

%42'si kiigiik viollere aktarilabilmistir. Viollerdeki bitkilerin ise % 53' 7 litrelik biiyiik saksilara
aktarilarak bir sonraki biiyiime agamasina gegebilmislerdir).

p:gﬂ‘s';\Aé\l E; ',g\p,‘sN UYGULANAN ﬁggﬁfﬁsl? mg(iz;;r;im ak:gfl'ﬁan J:J si?:;;
TiPLERI KIMYASAL VE yapilan bitki gecen bitki bitki sayst ?ktflrllan
KONSANTRASYONU sayisi sayis1 bitki sayis1

Kolsisin: 250 mg/L 19 24 5 3

Kolsisin: 500 mg/L 13 17 5 2

TARSUS UZUN | APM: 200 mM 7 7 2 1

APM: 400 mM 12 15 11 3

KONTROL 2 2 2 2

Kolsisin: 250 mg/L 0 0 0 0

Kolsisin: 500 mg/L 4 4 2 1

TARSUS KISA | APM: 200 mM 7 7 2 1

APM: 400 mM 6 6 1 1

KONTROL 2 2 1 1

Kolsisin: 250 mg/L 8 8 8 4

Kolsisin: 500 mg/L 10 17 8 5

KARTAL KALEM | ApM: 200 mM 6 6 2 5

APM: 400 mM 8 10 3 1

KONTROL 1 1 0 0

Kolsisin: 250 mg/L 1 1 1 1

Kolsisin: 500 mg/L 2 3 0 0

INEGOL APM: 200 mM 2 2 1 1

APM: 400 mM 3 5 3 1

KONTROL 1 1 1 1

TOPLAM 114 138 58 31

7 litrelik saksilarda ve 1sitmasiz bir serada dis kosullara alismasi beklenen
pirasa bitkilerinin durumu bu asamada da izlenmistir (Sekil 2.7). Seraya gectikten
hemen sonra 13 bitki biiyliyememis, zayiflamis ve dlmiistiir. Kalan 18 bitkiden 2
yilin sonunda c¢iceklenmesi beklenirken, hayatta kalan 5 pirasa bitkisi oldugu

gbzlenmistir. Yasayan 5 pirasadan yalnizca 2 tanesi ¢igek bogumu olusturmustur.
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Sonunda ise 1 adet pirasa bitkisi ¢igeklenebilmistir. Tablo 2.12'de gosterildigi gibi
hayatta kalan 5 pirasa bitkisinin numarasi, geldigi ebeveyn pirasa hatti ve uygulama

yapilan kimyasal tiirii verilmistir.

Tablo 2.12: Seradaki 7 litrelik saksilarda gelisen ve bilyiiyen pirasa bitkileri.

Serada kalan 5 bitkinin KROMOZOM KATLAMA
Ait oldugu pirasa hatti: W
numarasi: UYGULAMA TURU:

15 nolu bitki Tarsus kisa 500 kolsisin uygulanmigtir

60 nolu bitki Tarsus uzun 400 APM uygulanmistir

43 nolu bitki Tarsus uzun 400 APM uygulanmustir

79-2-1 nolu bitki Kartal Kalem 500 kolsisin

79-2-2 nolu bitki Kartal Kalem 500 kolsisin

g = = L/ - [ | »
Sekil 2.7: Pirasa bitkilerinin 7 litrelik saksilara alinmasi. Biiyilitme kabininden 1sitmasiz seraya
almarak dis kosullara aligmalari saglanmustir.

2.5.3. Kromozom Katlamas1 Yapilan Ginogenik Pirasalarda Polen
Canhiligimin Belirlenmesi

Polen verimliligi testi, kromozom katlamas1 uygulanmis bir pirasa bitkisine
uygulandi. Cigegi, tam agmamis halde olanlar toplanarak tiip i¢ine konuldu. Cigek
anterindeki tekalar cimbizla koparilarak lam iizerine konuldu. Uzerine %2'lik
asetokarmin boyasi eklenerek, polenlerin boya i¢inde ezilmesi yapildi. Lamel ile
sikigtirilan ezilmis preparat mikroskop altinda incelendi. Fertil olan polenlerin i¢ine
boyanin girdigi ve infertil olanlarin boyanmadigi mantigindan hareketle, polenlerin
boyay1 i¢ine almasi beklendi. Fertil ve infertil polenler ayr1 ayri sayildi ve verimli

olanlarin oram ¢ikarildi.

33



2.5.4. Seradaki Pirasalarin Durumlarimin Gozlenmesi

Seraya alinan 5 pirasa bitkisinden, 500 kolsisin uygulamasi ile kromozom
katladigimiz ve Kartal Kalem tiirii pirasa olan 79-2 nolu bitkilerin 1. klonu saksida
Olmistiir. 79-2 nolu bitkinin 2. klonu ise hayatta kalmig ancak ince bir formda

seyretmistir. Uzama, biiyiime ya da kalinlagsma gézlenmemistir.

43 nolu pirasa bitkisi; (Tarsus Uzun pirasa tiiriine sahip olup ve kromozom
katlamasi i¢in 400 APM uyguladigimiz), yenilebilir kismi olduk¢a uzun ve kalin
govdeye sahip olmustur. Oldukga iyi biiylidiigli ve gelistigi gozlenmistir. Seraya ilk
gectiginde ¢igek bogumu olusturmus ancak ¢igek agmadan bogum kurumustur. Bitki

gelisimi iyi olsa da c¢icek agmamustir.

Tarsus uzun pirasa tiri olan ve kromozom katlamasinda 400 APM
uygulamasi yaptigimiz 60 nolu bitki ise, 7 litrelik saksida ve serada ilk basta
uzamustir. Icinden siirgiin vermesine ragmen cicek bogumu olusturmamis ve

sonrasinda zayiflayarak kurumustur.

15 nolu bitki Tarsus Kisa pirasa tiiriine sahiptir. Kromozom katlamasi
sirasinda 500 kolsisin uygulanmistir. Bu bitki serada uzamis ve biiylime gostermistir.

Ancak yenilebilir kismi1 kisadir. Cigek bogumu olusturabilmis ve ¢igeklenmistir.

2.6.  Verilerin Istatistiksel A¢idan Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in Minitab istatistiksel
paket programi kullanilmistir. Calismada medya tipleri (kolgisin 250-500) ve (APM
200-400 mM) arasinda fark olup olmadigini anlamak i¢in Varyans Analizi
(ANOVA) ve gruplardan hangisinin digerlerinden farkli oldugunu anlamak igin ise
TUKEY yontemi kullanilmistir. Ancak 6rnek sayisinin az olmasi (n<30) durumunda
ise non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis Testi kullanilmig ve bunlara ait

sonuglar verilmistir.
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3. BULGULAR

I- BIYOM'dan temin edilen 4 farkli pirasa hatti kromozom katlama ¢alismasi igin
kullanilmistir: Tarsus Uzun, Tarsus Kisa, Inegdl ve Kartal Kalem. Bu bitkilerden
bazilar1 i¢inde medya bulunan tiiplerde kardeslenmistir. Koktes olan bu bitkiler farkli
stirgiinler ¢ikardiklari i¢in, ayrilarak farkl tiiplere ekilmistir. Bu ylizden Tarsus Uzun
hattinda 57 adet bitkicik, Kartal Kalem hattinda 38 bitkicik, Tarsus Kisa hattindan 19
bitkicik ve Inegdlden ise 9 bitkicik uygulamaya tabi tutulmustur. Bunlarin disinda
hicbir antimitotik ajanla muamele edilemeyen 6 adet kontrol bitkisi bulunmaktadir.
Tarsus Kisa olan hattan kardeslenen hi¢ olmamistir. En ¢ok kardeslenen bitkicikler:

250 Kolsisin uygulanan Tarsus Uzun ve 500 Kolsisin uygulanan Kartal Kalemdir.

I1- I¢i medya olan tiipe batirilms bitkilerden 40 tanesi biiyiimedigi izlenmis ve tespit
edilmistir. 16 tanesi beyaz seffaf camsi bir yapi halini alarak siirgiin ve kokte
biliylime ve gelisme yapamamistir. Digerleri ise zayiflayarak ve biiylime yapmadigi
icin atilmistir.250 Kolsisin uygulamasi yapilan bitkilerden 12 tanesinde zayif ve
camsilagma tespite dilmistir. 500 Kolsisin uygulamasi yapilanlarda ise 11 bitkicik
zayiflama ve camsilasma nedeniyle ayiklanmistir. APM uygulamasi yapilan
bitkicikler icinde 8 tanesi 200 APM yapilan ve 9 tanesi de 400 APM yapilan
bitkilerin zayiflayarak ve beyazlagarak biiylime yapamadigi tespit edilmistir.

I11- Uzama medyasinda 250 ve 500 kolsisin uygulamasi ile kromozom katlamasi

yapilan pirasa bitkiciklerinin daha iyi varlik gdsterdikleri tespit edilmistir.

IV- Normal gelisim gosteren bitkiler aklimize olabilmeleri igin saksilanip, polietilen
posetlerle rtilldiikten sonra 18 saat 151k ve siirekli 17 °C ye ayarlanmus bir biiyiime
kabinine aktarildilar. Yaklasik alt1 hafta sonra aklimize olmus olan bitkilerin 7 L torf
ve perlit (3:1) igeren saksilara transfer edilerek 1sitmasiz bir serada biiylimeleri
saglanmaya devam edilmistir. Ploidi analizi yapilan bitkilerin 82 tanesi dis ortama

adaptasyon icin saksilara transfer edilmistir.

V- Viole alinan bitkicikler arasindaki gézlem su sekildedir: 14 tane bitki 250 kolsisin
uygulamasi yapilan pirasa bitkicikleridir. 16 tane de ise 500 kolsisin uygulamasina
tabi olan pirasa bitkiciklerinin viollere gegebildigidir. 200 APM uygulananlardan
sadece 7 tanesi viollere aktarilabilmistir. 400 APM uygulamas1 yapilan 17 bitki ise

viollere gecebilmistir. 4 adet Kontrol bitkisi de viole aktarilabilmistir. Tarsus Uzun
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pirasa hattt uzama medyasinda daha fazla kardeslenerek, biiyiiyebilen ve bir sonraki
asama olan viole aktarimda daha fazla bitkiye sahiptir. 400 APM uygulamasi yapilan

4 farkl1 pirasa hattinin hepsinde biiyiiyen ve viole aktarilan olmustur.

VI- Violde 7 Litrelik saksilara aktarilmak {izere dis kosullara ve iklime alistirilan
bitkiler arasindan 9 tanesi 250 Kolsisin uygulananlardir. 8 tanesi ise 500 Kolsisin
uygulananlardir. Tarsus Kisa pirasa hattindan 250 kolsisin uygulananlarin higbiri 7
litrelik saksilara gecememistir. Hatta ¢alismanin erken sathasinda uzama medyasinda
biiyiiyemedigi tespit edilmistir. Inegdl pirasa hattindan olup 500 kolsisin uygulanan
hicbir bitki 7 litrelik saksilara gecememistir. 200 APM ise 4 farkli pirasa hattinda
cevap olusturabilmis ve biiyliyerek dis kosullara alistirma sathasina gegebilmistir.
200APM uygulanan 5 bitki saksilar aktarilmistir. 400 APM uygulamas1 yapilan 7
bitki de yedi litrelik saksilara aktarilmistir. 4 kontrol bitkisi de dis kosullara aktarimi
yapilmuistir.

VII- 7 litrelik saksida hayatta kalan ve biiyiiyebilen 5 pirasa bitkisinden sadece 2
tanesi ¢icek bogumu olusturabilmistir.400 APM uygulanan Tarsus Uzun pirasa tiirii
ve 500 kolsisin uygulanan Tarsus Kisa pirasa tiirii. Tarsus Kisa olan ve 500 kolsisine

maruz birakilan bitki ayrica ciceklenebilmistir.

Kolsisin-250 uygulamas: yapilan ginogenik pirasalardan %42'si viole, Violden 7

litrelik saksilara %57'si gecebilmistir.

Kolsisin-500 uygulamasi yaptigimiz ginogenik pirasalardan ise %36's1 uzama

medyasindan viole ve %53'i ise violeden 7 litrelik saksilara gecebilmistir.

APM-200 uygulamasina tabi olan ginogenik pirasalardan %31'i uzama medyasindan

viole aktarilabilmistir. Violede 7 litrelik saksilara gecebilen ise %71'dir.

APM-400 uygulamasi ile kromozom katlamasi yapilan ginogenik pirasalardan uzama
medyasindan viole gecis orani; %50'dir. Violde olup, 7 litrelik saksilara aktarilan

%33,33'tiir.

VIlI- Hayatta kalan ve sonrasinda disariya (seraya) gegebilen pirasa bitkilerinin
ortalama boy uzunlugu (cm) ve ortalama yalanci gévde uzunlugu (cm) ve bitki

govdesi ¢ap ortalamasi (mm) asagida Tablo 3.1'de verilmistir.

36



Tablo 3.1: Farkli pirasa genotipinden gelen pirasa bitkilerinin kromozom katlamasindan sonra
aktarildiklar1 serada yapilan 6l¢iim ortalamalar1 (Kontrol olarak tutulan bitkilerin yani sira TU: tarsus
uuzun, TK: tarsus kisa, KK: kartalkalem ve ING: inegdl pirasa hatlarindan gelen ve dis kosullara
aligtirilmasi i¢in seraya aktarilan pirasalarin ¢ap, boy ve yalanci govde uzunluk ortalamalaridir).

Genotip Yalanci govde Tam Boy Yalanc1 Govde Caplar
(cm) ortalamasi (cm) Ortalamasi (mm)
Kontrol 9,6 48 3.60
TU 5,83 26,17 4.09
TK 4,44 33,4 4,02
KK 10,68 49,73 7,09
ING 4,89 26,73 3.14

Bitkilerin boylari, yalanci gévde uzunluklar1 ve caplar1 Slgiilmiistiir. Mart-
Nisan 2016 doneminde yapilan Ol¢liimlerden elde edilen veriler asagidaki sekillerde
boxplot grafigi olarak verilmistir. Bu grafiklerde medyan, birinci ve {igiincii ¢eyrek
yaninda ortalamadan sapmalarin hangi yonde ve boyutta oldugu ve dagilim dist

veriler de yildiz ile gosterilmistir.

Boxplot of Ortalama Boy (mm)
100
*®
*®
*®
80
. %
E ;
= E *®
- 60
3 %
E 40 - ‘ ‘
© | B
d
&
20 -
‘ | ‘ T
0 1 T T T T
200 APM 250kolsisin 400 APM 500kolsisin
UYGULAMA

Sekil 3.1: Nisan 2016 itibariyla elde edilen boy 6l¢timlerinin ortalama verilerin farkli medya
ortamlarinda karsilastirilmali olarak boxplot grafikleri.

Bitkilerin kazanmis oldugu boylarin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmustur (F3156=4,42 P<0,005). APM ile gelisme en yiiksek seviyedeyken
kolsisinin 500 dozlugu digerlerine gore daha az gelismeye neden oldugu
bulunmustur (P<0,05). Bu fark 6rnek sayisinin azligi nedeniyle Kruskal Wallis testi
ile de dogrulanmistir (H= 12,40 SD=3 P<0,006), (Sekil 3.1).
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Boxplot of Toplam Boy (mm)
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Sekil 3.2: Nisan 2016 itibariyla elde edilen toplam boy dl¢iimlerinin karsilastirilmali grafikleri.
Bitkilerin kazanmis oldugu toplam boylar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmustur (F43=2,85 P<0,03). APM ile gelismenin 400 ve 200 olan dozlar
digerlerinden farkli oldugu bulunmustur (P<0,05), (Sekil 3.2).

Boxplot of Yalanci Gévde Boyu (mm)

50
_. 404
£ |
=
2 304
2
[}
©
>
8 201
E
c
5
10+ ‘

04
200 APM 250 Kolsisin 400 APM 500 Kolsisin Kontrol
Medya ve dozlari

Sekil 3.3: Nisan 2016 itibartyla elde edilen yalanci gévde boy 6l¢iimlerinin kargilagtirilmali grafikleri.

Yalanci govde boylar farkli gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel
olarak onemli fark bulunmustur. (F436=3,30 P<0,02). APM ile gelisme en yiiksek
seviyedeyken kolsisinin 500 dozlu olan ile APM-400 digerlerinden farklh
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bulunmustur (P<0.05). Bu fark 6rnek sayisinin azligi nedeniyle Kruskal Wallis testi
ile de dogrulanmistir (H= 9,76 SD=4 P<0,04), (Sekil 3.3).

Boxplot of Cap (mm)
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Sekil 3.4: Nisan 2016 itibartyla elde edilen bitki gévde ¢aplarinin karsilastiriimali grafikleri.

Farkli ortamlarda gelistirilen bitkilerin goévde c¢aplar1 arasinda onemli bir
farklilik bulunamasa da, kolgisin ortaminda gelistirilen bitkilerin diger ortam ve
kontrol grubuna gore daha kiiciik ¢apa sahip olduklar tespit edilmistir. Ancak, farkl
ortamlarda gelistirilen bu bitkilerin ¢aplar1 arasinda istatistiksel olarak bir farklilik
bulunamamistir (P>0,05), (Sekil 3.4).
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4. SONUC VE ONERILER

4.1. A.ampeloprasum genotiplerinde ginogenesis uyartim

Ginogenesis uygulamasinda olumlu sonuglar alinan Tirk pirasa (A.
ampeloprasum)  genotiplerinin, ginogenik olan yeni bitkicikler iiretme
potansiyellerinde farkliliklar da ortaya ¢ikmistir. (Kaska 2014, Kaska ve dig. 2014).
Bu calisma ile daha 6nce yapilan bu ¢aligmalara destekleyen ilave gozlemler elde
edilmistir. Bu tiirin ginogenesis uyartimi i¢in yapilan denemelerde farkli besi

ortamlar1 kullanilarak ¢aligmalar yapilmistir.

Yurt disinda yapilan A. ampeloprasum ginogenesisinden sonra (Smith ve dig.
1991; Schum ve dig. 1993, Juokevieiene ve dig. 2005) tlilkemizde benzer ¢alismalar
hiz kazanmistir (Kaska 2014, Kaska ve dig. 2013). Keller (1990), A.
ampeloprasum’da benzer denemeler yapmis ve ginogenesiS denemistir ancak
ginogenik yeni bitki olmamistir. Schum ve dig. (1993) daha sonra benzer ¢alismalar
yapmistir. Ticari degeri olan yenilen A. ampeloprasum bitkileri tetraploiddir. (Van
der Meer ve Hanelt 1990). Donor pirasa hatlarindan somatik uyartimi ile elde edilen

yeni silirglinlerin neredeyse tamami tetraploiddir.

Allium tiirlerine uygulanan ginogenesis uyartiminda kullanilan BDS temelli
ve MS temelli medyalarin bitki gelisiminde ve rejenerasyonunda benzer sonuglar
vermistir. (Bohanec 2002). Schum ve dig. (1993) calismasina gére A. ampeloprasum
ile ilgili yapilan uygulamlarda MS besiyerinin 1mg/l NAA, sokroz (100 g/l) ve 8
mg/l 2IP icermesi ginogenesiSi daha etkili yapmakta ve ginogenik bitki gelisimini
daha ¢ok desteklemektedir (Kaska 2014, Kaska ve dig. 2013). Bu caligmada da

benzer medyalarin ginogenesis liretiminde etkili olduklari tespit edilmistir.

Ginogenik bitkiciklerin biiyiime medyasinda (biiyiime hormonu olmayan)
gelisimlerini siirdiirmeleri saglanmalidir. Ginogenik bitkilerin flow sitometri cihazi
ile ¢ekirdek genom ve ploidi diizeyleri 6l¢iilmelidir (Bohanec ve Jakse 1999, Jakse
ve dig. 2003). Alan ve dig. (2003b; 2004; 2007) yaptiklar1 ¢alismalarda oldugu gibi
ginogenesis ve sonrasinda yapilan uygulamalar igin bitki ploidi analizi gereklidir.
Bitkiden alinan yaklasik 50 mg yaprak dokularindan elde edilen cekirdege ait

DNA'lar FSM 6l¢iimii ile belirlenmelidir. Bu ¢alisma ile ginogenik duruma getirilmis
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pirasalardan elde edilen tetraploid formlari tohum verecek hale gelmistir. Hatta bu
tetraploid bitkiler, ait olduklart dondrlerin kendi genetiginden gelen somatik
prrasalarin kendileserek olusturdugu fidelerle kiyaslanmalidir. Bu tip ¢alismalarin
gelistirilerek devami ve c¢alismalara etki eden genetik Ozelliklerin tespiti ileriye

doniik calismalarda avantaj saglayacaktir.

4.2. A. ampeloprasum'da Somatik Siirgiin Uyartim1 ve Genetik
Arastirmalar

Calismalardaki sonucglara gore genotip, bitkinin somatik siirgiin gelistirebilme
potansiyelini etkileyen bir faktordiir. Bununla beraber c¢alismalarda kullanilan
besiyeri ve igerikleri bitki somatik dokularin gelismesi i¢in oldukga Kritiktir.
Ginogenesis i¢in en uygun genotiplerin belirlenmesi ve bu genotiplerin en iyi cevap
verecegi medyalarin gelistirilmesi (genotip-medya ilskisi) bitki rejenerasyonunu
etkileyen en 6nemli faktordiir. (Kaska 2014, Kaska ve dig. 2013). Medya igerikleri
degistirilerek ginogenesis bitki ¢ogaltimi {izerine ¢aligmalar devam ettirilmeli ve bu

bitkilerin genetik olarak incelenip biyoinformatik analizleri yapilmalidir.

Bu ¢alismada tetraploid hale getirilen ginogenik A. ampeloprasum bitkilerinin, in
vitro kosullarda tetraploid donérlerden elde edilen somatik veya tohumdan gelisen
bitkilere fenotipik ag¢idan benzer olduklari goriilmiistiir. Bunun nedenlerinden biri;
artan genetik saflik ile birlikte ginogenik hale gelmis bitkinin biiyiime ve gelismesini
olumsuz etkileyen genlerin de saflagsmasidir. Bu durumun genetik olarak arastirilmasi
biiyiik 6nem arz etmektedir. Bununla birlikte sonradan tetraploid hale getirilen
ginogenik bitkilerin, indirgenmemis ovaryum hiicresinden veya tohum taslagindaki
somatik bir hiicreden meydana gelme olasilig1 da ayrintili bigimde calisilmalidir.
Ginogenik bitki tohumlardan rejenere olan fideler ile normal dondrlerden yetistirilen
fidelerle arasindaki benzerlik ve farkliliklar belirlenmeli ve veriler biyoinformatik

acidan da degerlendirilmelidir.

4.3. A. ampeloprasum’da Genetik ve Biyoinformatik Calismalarin Islah
Acisindan Onemi ve Oneriler

Allium ampeloprasum'un yasam dongiisii 2 yil olup, fazlaca heterozigot bir
genetige sahiptir. Kendilesmeden daha ¢ok yabanci tozlasma yapmasi ve poliploidi
gibi ozellikleri, 1slahin daha uzun siirmesine neden olmaktadir (Schweisguth 1970).

Bununla birlikte A. ampeloprasum tiirlerinde daha kisa siirede gergeklestirilen 1slah
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calismalar1 da mevcuttur (Kaska 2014, Kaska ve dig. 2013). Ginogenik cevabi diisiik
olan bitki tiirlerinde ¢igek tomurcuklarinin daha fazla kullanildigi calismalar
yapilmasi1 durumunda, bu zor genotipe sahip bitkilerin ginogenik formlarini tiretme

sansi artacaktir.

Diploid haldeki A. ampeloprasum’lar kendi aralarinda hibritlenip
tozlastirilirsa ve devaminda verimli olursa, 1slahlar1 da bu kromozom seviyesinde
miimkiin olabilir (Kaska 2014, Kaska ve dig. 2013). Bu ve benzeri ¢alismalar diger
bitki tiirlerinde de uygulanmaktadir. Ginogenesis yoluyla haploidizasyonu daha gii¢
olan A. ampeloprasum'da ginogenesis uygulama basarisini arttirabilecek yontemler
daha once denenmistir. Ornegin besiyerlerine ilave edilecek kimyasallarin
kompozisyonu ve kiiltiir kosullarinin iyilestirilmesi ile ginogenesisin etkisi
arttirllmaya c¢aligilmistir (Kaska 2014, Kaska ve dig. 2013). Benzer c¢aligmalarin

devamli olmas1 onemlidir.

Ginogenesis yontemi hibrid ¢esitlerinin gelistirilmesinde avantaj saglayabilir.
Bu nedenle erkek kisir dondr bitkilerin iiretimi g¢alismalarina da ayrica Gnem
verilmelidir (Rauber 1988). Erkek kisirligi olan bitkilerin benzer metotla tiretilerek in

vitro kosullarda ¢ogaltilmasi secenegi de degerlendirilmelidir.

Ginogenesis yontemiyle bitkilerin kromozom dublikasyonlar1 6nlenebilir
veya haploid yontemle gelistirilebilir. Bu bitkilerin biyoinformatik agidan
incelenmesi de ayrica 6nem arz etmektedir. Diploid bitki tiirlerinin ginogenik
formlar1 genellikle kromozom sayist olarak orijinal bitki genomunun yarisini igerir
yani haploide diser (Kaska 2014, Kaska ve dig. 2013). Bu tiire ait ¢igek
tomurcuklarindan ginogenesis uyartimi ile genetik olarak tamamen saf ginogenik
hatlar elde edilebilmektedir. Bu c¢alismalar artirilarak tiiriin ticari potansiyeli
desteklenebilir ve gelistirilebilir. Bununla birlikte, elde edilen bireylerin genetik
ozelliklerinin arastirilmasi ve biyoinformatik acisindan da incelenmesi biiyiik dnem

arz etmektedir.

Allium ampeloprasum genomu, iigiincii kusak sekans analizi ile ¢ikartilarak
GenBank’a yiiklenmis olan tim genom referans dizisi ile karsilagtiriimali ve
biyoinformatik bir bakis agisiyla yeniden degerlendirilmelidir. Ginogenik ve yabanil

bireylerin genomlarinin biyoinformatik yaklasimlarla karsilastirilmasi, ginogenesis
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stirecinde yer alan 6nemli gen bolgelerinin belirlenmesine 151k tutacaktir. Bu sayede,
klasik 1slah yontemleri kullanilarak elde edilmesi miimkiin olmayan ancak zirai ve

ticari agidan degerli 6zelliklere sahip bireylerin liretimi miimkiin olacaktir.

Bu baglamda; biyoinformatik yaklagimlarin kapsami; ginogenik ve yabanil
bitkilerin doku bazli transkriptom analizlerini, ginogenesis siirecinde hangi genlerin
aktive edildigi ve hangi genlerin baskilandiginin belirlenmesini, DNA metilasyonu
seviyelerinin  belirlenmesini, histon modifikasyonlarini, genetik ¢esitliligin
belirlenerek filogenetik iligkilerin analizini, yaygin gen bolgeleri iizerinden
filogenetik agac¢ olusturulmasini, ChIP-seq analizlerini, molekiiler filogenetik
analizler ile tiirler arasindaki evrimsel baglarin tanimlanmasini, ginogenesis
siirecinde rol alan proteinlerin belirlenmesi amaciyla diferansiyel gen ekspresyon
analizlerinde 6ne ¢ikan proteinler i¢in fonksiyonel analizleri, GO (Gene Ontology)
ve KEGG analizlerini, ginogenesis siirecinde rol alan proteinlerin belirlenmesini,
diferansiyel gen ekspresyon analizlerini, 6ne ¢ikan proteinlerin fonksiyonel
analizlerini, ginogenesis silirecinde kritik rol oynayan proteinlerin {i¢ boyutlu
yapilarinin  belirlenerek fonksiyonel analizlerinin yapilmasini, protein-protein
etkilesim ag1 (PPI) analizi ile ginogenesis siirecinde etkilesimde bulunan proteinlerin
biyolojik aglarmin incelenmesini ve hiicresel islevlerini, metabolomik ve
biyokimyasal analizler kapsaminda, ginogenik ve yabanil bitkilerdeki metabolit
profillerinin karsilastirilarak, biyolojik siirecler tizerindeki etkilerinin arastirilmasin,
ginogenesis siirecini diizenleyen fitohormonlarin genetik seviyede nasil regiile
edildiginin anlasilmasini, bu hormonlarin sinyal yolaklar1 tizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesini, ginogenik pirasalarin tarimsal performansinin takibini, dijital
fenotipleme teknikleri kullanilarak ginogenik pirasalarin biiyiime ve gelisim
stireglerinin  goriintli isleme algoritmalarini, biyoinformatik ve bilgisayarli gorii

araglarindan yararlanilarak fenotipik 6zelliklerin degerlendirmesini ihtiva etmektedir.

Bu caligmalarin yapilmasi dogrultusunda biyoinformatik yaklasimlar i¢in
NGS (lllumina, PacBio, Oxford Nanopore), SPAdes, Canu, QUAST biyoinformatik

softwareleri kullanilabilir.

Ginogenik ve normal bitkilerin doku bazli transkriptom analizleri yapilarak

ginogenesis slirecinde hangi genlerin aktive edildigi ve hangi genlerin baskilandig:
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belirlenebilir. Bu ¢alisgmanin yapilmasi kapsaminda; STAR, HISAT2, DESeq2,
EdgeR, Ballgown biyoinformatik softwareleri kullanilabilir.

Ginogenesis siirecinde DNA metilasyonu seviyelerinin belirlenmesi i¢in
bisiilfit sekanslama (BS-seq) yapilabilir. Histon modifikasyonlarin1 belirlemek igin
ChlP-seq analizleri gergeklestirilmesinde ve bu g¢alismanin  yapilmasinda
kullanilabilecek alternatif biyoinformatik softwareler; Bismark, MethPipe, MACS2,
ChIPpeakAnno’dir.

Genetik c¢esitliligin belirlenmesi ve filogenetik iliskilerin analiz edilmesi
amaciyla ginogenik bireylerde SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi) ve SSR
(Mikrosatellit) belirleme c¢alismalart gergeklestirilerek, genetik varyasyonlar
degerlendirilmelidir. Bu siirecte; GATK, TASSEL, PLINK, STRUCTURE ve
ADMIXTURE gibi biyoinformatik softwareler kullanilarak veriler analiz edilebilir.
Tirk pirasasinin filogenetik diizeyde, farkli Allium tiirleri ile evrimsel iliskisini
belirlemek igin ITS, matK ve rbcL gibi yaygin gen bolgeleri tizerinden filogenetik
agaclar olusturulabilir. Bu baglamda; MEGA, BEAST, RAXML ve PhyML gibi
yazilimlar kullanilarak molekiiler filogenetik analizler gerceklestirilebilir ve tiirler

arasindaki evrimsel baglar aydinlatilabilir.

Protein biyoinformatigi ve fonksiyonel analizler kapsaminda, ginogenesis
stirecinde rol alan proteinlerin belirlenmesi amaciyla diferansiyel gen ekspresyon
analizlerinde one ¢ikan proteinler i¢in fonksiyonel analizler gerceklestirilebilir. Bu
dogrultuda; GO (Gene Ontology) ve KEGG analizleri kullanilarak ilgili proteinlerin
biyolojik siireglerdeki rolleri detayli bir sekilde incelenebilir. Analizlerin
yuriitilmesinde ise DAVID, PANTHER, STRING ve KEGG Mapper gibi

biyoinformatik softwarelerden yararlanilabilir.

Protein yapi1 modellemesi ve simiilasyonlar1 kapsaminda, ginogenesis
stirecinde kritik rol oynayan proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 belirlenerek fonksiyonel
analizleri gerceklestirilebilir. Bu siiregte; AlphaFold, I-TASSER, Rosetta ve PyMOL
gibi biyoinformatik softwareler kullanilarak protein yapi tahmini ve gorsellestirme

islemleri yapilabilir.

Protein-protein etkilesim ag1 (PPI) analizi kapsaminda ise, ginogenesis

siirecinde etkilesimde bulunan proteinlerin biyolojik aglar1 incelenerek hiicresel
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islevleri daha iyi anlagilabilir. Bu analizlerde STRING, Cytoscape ve BioGRID gibi
yazilimlar  kullanilarak proteinler arasindaki iliskiler detayli bir sekilde

degerlendirilebilir.

Metabolomik ve biyokimyasal analizler kapsaminda, ginogenik ve normal
bitkilerdeki metabolit profilleri karsilastirilarak biyolojik siiregler iizerindeki etkileri
arastirtlmalidir. Bu analizler, MetaboAnalyst, XCMS ve KEGG Pathway gibi
biyoinformatik softwareler kullanilarak gergeklestirilebilir. Ayrica, ginogenesis
sirecini  diizenleyen fitohormonlarin, &zellikle oksin, sitokinin ve gibberellinin
genetik seviyede nasil regiile edildigi incelenerek, bu hormonlarin sinyal yollar
tizerindeki etkileri degerlendirilmelidir. Bu baglamda; PlantRegMap, GeneMANIA
ve Cytoscape gibi softwareler kullanilarak hormon sinyal yollarinin ve iliskili gen

aglarinin detayl analizi yapilmalidir.

Tarimsal uygulamalar i¢in biyoinformatik calismalar kapsaminda, ginogenik
prrasalarin tarimsal performansmin takibi amaciyla IoT (Nesnelerin Interneti)
sensorleri kullanilarak g¢evresel faktorlerin ginogenesis iizerindeki etkileri analiz
edilmelidir. Bu siiregte; RShiny, MATLAB ve Python Dash gibi yazilimlar
kullanilarak veri gorsellestirme ve analiz ¢alismalari gerceklestirilebilir. Genetik
1slah siireglerinde ise, dijital fenotipleme teknikleri kullanilarak ginogenik pirasalarin
biiyiime ve gelisim siiregleri goriintii isleme algoritmalar ile takip edilmelidir. Bu
analizler i¢cin OpenCV, ImagelJ ve DeepLabCut gibi biyoinformatik ve bilgisayarh
gorii araglarindan yararlanilarak bitkilerin fenotipik 0Ozellikleri detayli sekilde

degerlendirilebilir.
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