KIiLiS 7 ARALIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YEREL SOGAN (Allium cepa L.) GENOTIPLERININ HAPLOIDIYE
YATKINLIGININ BELIRLENMESI

Sinan SAHINALP

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Faika YARALI KARAKAN

YUKSEK LISANS TEZi
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

HAZIRAN 2019
KiLiS



KABUL VE ONAY SAYFASI

Dr. Ogr. Uyesi Faika YARALI KARAKAN danismanliginda, Sinan SAHINALP
tarafindan hazirlanan ‘YEREL SOGAN (Allium cepa L.) GENOTIPLERININ
HAPLOIDIiYE YATKINLIGININ BELIRLENMESI” adli tez ¢alismas: 14/06/2019
tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Kilis 7 Aralik Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisiit Bahce Bitkileri Anabilim Dali’'nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul

edilmistir.
Jiiri Uyeleri Unvam, Ad1 Soyad1 imza
(Kurumu)
Baskan Dr. Ogr. Uyesi Faika YARALI KARAKAN
(Kilis 7 Aralik Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri ABD)
Uye Dog. Dr. Tamer SERMENLI
(Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri ABD)
Uye Dr. Ogr. Uyesi Bekir Biilent ARPACI
(Kilis 7 Aralik Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri ABD)
Bu tezin kabulii, Fen Bilimleri Enstitiisii Y6netim Kurulunun ...... [, /201... tarih ve
....... /....... sayil1 karar1 ile onaylanmistir.
Tez No: ..........

Bu tez calismasi Kilis 7 Aralik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP)
tarafindan desteklemistir. Proje No: 10967

Dr. Ogr. Uyesi Hiilya DEDE
Enstitii Midiir V.



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YEREL SOGAN (Allium cepa L.) GENOTIPLERININ HAPLOIDIYE
YATKINLIGININ BELIRLENMESI

Sinan SAHINALP

Kilis 7 Aralik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Faika YARALI KARAKAN

Haziran 2019, 38 sayfa

Bu calismada, Kilis ili basta olmak tizere Tiirkiye’ nin farkli illerinde yerel olarak
yetistirilen baz1 sogan (Allium cepa L.) genotiplerinin haploidiye yatkinliklarmin ¢igek
tomurcugu kiiltiirii  yoluyla belirlenmesi amaclanmistir. Arastrmada, 13 farkh
genotipten aliman toplam 2925 adet c¢icek tomurcugu kullanimistir. Arastirma
sonucunda, eksplantlarda kallus olusumu, kalluslarin bitkiye doniisimi  ve
tomurcuklardan dogrudan bitki gelisimi {izerine genotipin etkisi 6nemli bulunmustur.
Denemede kalluslardan ve tomurcuklardan dogrudan bitki gelisimi yoluyla 39 adet bitki
elde edilmis ve yapilan ploidi analizleri sonucu bu bitkilerden birinin haploid oldugu

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sogan, haploidi, gynogenezis, tomurcuk kiiltiirii



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF HAPLOIDY FREQUENCIES OF THE LOCALLY
GROWN ONION (Allium cepa L.) GENOTYPES

Sinan SAHINALP

Kilis 7 Aralik University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Faika YARALI KARAKAN

June 2019, 38 pages.

In this study, it was aimed to determine the haploidy frequencies of the locally grown
onion (Allium cepa L.) genotypes in different regions of Turkey, especially Kilis, by
flower bud culture. A total of 2925 flower buds from 13 different genotypes were used
in the study. As a result of the research, the effect of genotype on callus formation,
callus transformation of plants and direct plant formation was found to be statistically
significant. In the experiment, 39 plants were obtained from calluses and direct plant

growth of flowerbuds and ploidy analysis revealed that one of these plants was haploid.

Keywords: Onion, haploidy, gynogenesis, flower bud culture
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1. GIRIS

Amaryllidaceae familyasina mensup olan sogan (Allium cepa L.) Tiirkiye’de oldugu
gibi Diinya’da da yaygin olarak yetistirilen bir sebze tiiriidiir. Toplam 1.094.343.707 ton
olan diinya sebze iiretiminin 102.997.290 ton ile %9’unu sogan olusturmaktadir
(Anonymous, 2018). Tiirkiye’nin toplam sebze tliretimi 30.825.569 ton olup; taze sogan
dretimi 138.993 ton, kuru sogan {iiretimi ise 2.131.513 ton’dur. Tirkiye’de sogan

iretiminin toplam sebze iiretimi i¢cindeki pay1 ise %6.91°dir (Anonim, 2018).

Soganda tohumdan tohum iiretimi 2-3 yi1l siirmektedir. Bu nedenle soganda 2-3 yilda bir
generasyon ilerlenebilmekte, kendileme depresyonundan dolayi ise kendileme iglemine
ancak 2 veya 3 generasyon devam edilebilmektedir. Bu durum hibrit ¢esit 1slahinda
ihtiya¢ duyulan genotipik ve fenotipik homojenite gdsteren ebeveyn saf hatlarin elde
edilmesini giiclestirmektedir. Bu nedenle, 1slah ¢caligmalarinda 1slah siiresini kisaltmak,
cesit adaylarmi ve Ozellikle hibrit ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilan saf hatlar
kisa siirede gelistirmek O©nem kazanmaktadir. Biyoteknolojik yontemler, 1slah
calismalarinin siiresinin kisaltilmasinda ve ebeveyn saf hatlarmin kisa siirede elde
edilmesinde alternatif bir yontem olarak biiyiik yarar saglamaktadir (Bohanec, 2002;
Alan ve ark., 2014; Dhatt ve Thakur, 2014; Yarali, 2014; Singh ve ark., 2018; Khar ve
ark., 2018).

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, gamet hiicrelerinde bulunan kromozom sayis1
kadar olan bitkilere haploid bitki adi1 verilmektedir. Haploid bitkiler, her bir lokustaki
allelerden sadece bir seriyi icermekte ve bu 6zellikleri ile 1slah ¢aligmalarinda 6nemli
kullanim alani bulmaktadir. Haploid bitkilerin kromozom sayilarmin katlanmasi ile tiim
genomu homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir. Boylece uzun yillara gereksinim
duyan saflagtirma islemi, kisa siirede yapilabilmekte; kombinasyon 1slahi ve hibrit ¢esit
1islah1 programlarinda zaman kazanilmaktadir (Chen ve ark., 2011; Dhatt ve Thakur,
2014; Yaral,, 2014; Khar ve ark., 2018).

Haploid bitkiler, normal bitkilerde bulunan tiim organlara sahiptir ancak, diploidleri ile
kiyaslandiginda hiicre, yaprak ve ¢icekleri daha kiigiiktiir ve bitki daha kisadir (Keller,
1990a; Sulistyaningsih ve ark., 1997). Haploid bitkilerin bitki 1slah programlarinda



kullanilabilmeleri i¢in yeniden verimli diploid bitkilere doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Haploid bir bitkinin kromozomlarmin bazi kimyasal maddeler yardimiyla veya spontan
olarak katlanmasi sonucunda kromozom sayisi diploid hale getirilebilir. Bu isleme
dihaploidlestirme (dihaploidizasyon), elde edilen bitkilere ise “katlanmis haploid” ad1

verilmektedir.

Dihaploidizasyon teknigi kullanilarak hiyar, kabak, aycicegi, arpa, bugday, sogan,
prrasa ve sekerpancarinda katlanmis haploidler elde edilebilmistir (Palmer ve Keller,
2005; Reed, 2005; Forster ve ark., 2007; Murovec ve Bohanec, 2012; Dhatt ve Thakur,
2014).

In vitro haploid embriyo ve bitki elde etmede kullanilan ydntemleri temel olarak
androgenik ve gynogenik yontemler olmak tizere iki grup altinda toplamak miimkiindiir.
Bu yontemlerden ilkinde baslangic materyali olarak erkek gamet (anter ve mikrospor
kiiltiirii), ikinci yontemde ise disi gamet (yumurta (ovul), yumurtalik (ovaryum) ve
cicek tomurcugu) kullanilmaktadir. Ancak, her bitki tiiriinde katlanmis haploidleri elde
etmek miimkiin olmamaktadir. Ayrica, her tiir farkli bir dihaploidizasyon teknigine
tepki vermektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda Allium tiirlerinin androgenezise tepki
vermedikleri buna karsin gynogenezis yoluyla haploid bitkiler meydana getirebildikleri
belirlenmistir (Keller ve Korzun, 1996; Forster ve ark., 2007; Yarali ve Yanmaz, 2013;
Dhatt ve Thakur, 2014; Yarali, 2014).

Gynogenezis c¢aligmalarinda basartyr etkileyen ana unsur kullanilan genotipin
haploidiye yatkmhgidir. Soganda yapilan gynogenezis ¢aligmalarinda haploid embriyo
olusumu, embriyo orani, rejenerasyon orani, canlilik orani, embriyo kalitesi ve ploidi
seviyesinin kullanilan genotipe bagli olarak degistigi bildirilmistir (Keller ve Korzun,
1996; Mukhambetzhanov, 1997; Geoffriaru ve ark., 1997; Bohanec ve Jakse, 1999;
Judkevieiene ve ark., 2005; Reed, 2005; Sulistyaningsih ve ark., 2006; Souri ve ark.,
2007; Forodi ve ark., 2009; Chen ve ark., 2011; Yaral, 2014; Dhatt ve Thakur, 2014;
Singh ve ark., 2018).

Sogan 1slah ¢aligmalarinda yurt disinda yaygin olarak kullanilan gynogenezis teknigine

ait uygulamalara iilkemizde de son yillarda baslanmistir. Teknigin kendi laboratuvar



kosullarimiza optimizasyonunun saglanabilmesi i¢in denemeler yiiriitiilmiis ve
iilkemizde sogan 1slahinda calisacaklara yol gosterici olacak adimlar atilmistir (Yaral
2014; Alan ve ark., 2014; Alan ve ark., 2017). Ancak, yerel ¢esitlerin veya genotiplerin
cogunlugunun haploidiye tepkileri bilinmemektedir. Bu nedenle ¢aligmalarda tilkemizin
sogan genotiplerinin gynogenezise yatkinligmin belirlenmesi ve gynogenezis meydana
getirme kapasitesi yiliksek c¢esit veya genotiplerin sogan islah programlarina dahil

edilmesi Onem arz etmektedir.

Bu c¢alismada, Kilis ili de dahil olmak iizere iilkemizin farkli illerinde yerel olarak
yetistirilen sogan genotiplerinin haploidiye yatkinliginin belirlenmesi ve timitvar
goriilen genotiplerin sogan islah programlarinda kullanilma olanagmin arastirimasi

hedeflenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Disi gametten haploid embriyo elde etmeye yonelik c¢alismalarda basariyr etkileyen
birgok faktor bulunmaktadir. Bu faktorlerin basinda genotip gelmektedir. Gynogenezis
yoluyla elde edilen gynogenik haploid embriyo orani, embriyo kalitesi ve embriyodan
bitki rejenerasyonu tiir ve gesitlere gore farklilik gostermektedir. Dolayisiyla haploid
bitki iiretiminde genotip se¢imi basari smirlarint belirlemektedir (Keller ve Korzun,
1996; Mukhambetzhanov, 1997; Palmer ve Keller, 2005; Reed, 2005; Chen ve ark.,
2011, Murovec ve Bohanec, 2012; Yarali ve Yanmaz, 2013; Dhatt ve Thakur, 2014,
Singh ve ark., 2018).

Keller (1990a) tarafindan yiiriitiilen ve soganda ilk haploid bitkinin elde edildigi
caligmada, farkli Allium tiirleri ve farkli sogan ¢esitlerinin yumurta, yumurtahk ve ¢igek
tomurcuklar1 kullanilmistir. BDS ortaminda kiiltiire alinan yumurta ve c¢igek
tomurcuklarinda tiir ve ¢esitlere gore degisen oranlarda kallus gelisimi saglanmustir.
Ancak sadece soganda yumurtadan bitki rejenerasyonunun meydana geldigi
bildirilmistir. Soganda kiiltiire alinan yumurtaliklardan genotiplere gore %0,08- 0,58
arasinda degisen oranlarda dogrudan embriyo gelisimi ile bitkicikler elde edilmistir.
Kromozom sayimlariyla bu bitkilerin tamaminin haploid oldugu ve morfolojik olarak da

diploidlerden daha kiigiik olduklari tespit edilmistir.

Keller (1990b), 1984 ve 1987 yillar1 arasinda yaptig1 calismada alt1 pirasa ¢esidi, frenk
sogani, Allium fistulosum, Allium altaicum ile sogan ve Allium fistulosum’un bazi
hibritlerinden olusan toplam 29 ¢esit kullanmistir. Kullanilan tiir ve gesitlerde kallus
olusum oranlar1 farklilik géstermis, en yiiksek kallus olusum oranlarmin A. altaicum, A.

fistulosum ve A. porrum’ da meydana geldigini bildirmistir.

Bohanec ve ark. (1995), ti¢ hibrit (Daytona F1, XPH 739 F; ve XPH 3371 F;) ve bir agik
tozlanan (Belokranjka) olmak tizere dort farkli sogan ¢esidinde gynogenezis meydana
gelme frekansini aragtirmigtir. Arastiricilar embriyo meydana gelme frekansiin genotip

tarafindan 6nemli derecede etkilendigini bildirmislerdir.



Geoffriau ve ark. (1997), tarafindan yiiriitiilen calismada Kuzey Avrupa, Dogu Avrupa,
Giliney Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri orijinli agik tozlanan, kendilenmis ve
sentetik klonlardan olusan 22 sogan genotipi kullanilmistir. Arastrmada kullanilan
50.380 cicek tomurcugundan 1.265 embriyo (%2,5) elde edilmistir. Arastirmada
gynogenik embriyo olusumu lizerine genotip ve ¢esit etkisinin dnemli oldugu, Kiiltiire
alinan ¢igek tomurcuklarinda embriyo verimi ve bitki rejenerasyonunun %0-17 ve %0-

11 arasinda degistigi bildirilmistir.

Martinez ve ark. (1997), Val 14 INTA ve Torrentina sogan ¢esitlerinde in vitro
gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etme olanaklarini arastirmistir. Arastirma
sonucunda, gynogenik embriyo veriminin kullanilan gesitlere gore farklilik gosterdigi,
Val 14 INTA ¢esidinin ovaryum gelisiminin Torrentine ¢esidinden daha fazla oldugu
tespit edilmistir.

Bohanec ve Jakse (1999), Avrupa, Kuzey Amerika ve Japonya orijinli uzun giin sogan
cesitlerinin  gynogenik embriyo meydana getirme kabiliyetlerini aragtirmistir.
Gynogenik embriyo veriminin kullanilan gesitler arasinda farklilik gosterdigi, ortalama
embriyo veriminin %18,6- 22,6 arasinda degistigi tespit edilmistir. Arastirma sonuglari,
Amerika orijinli 1slah materyalinin, Avrupa ve Japonya orijinli olanlara gore ortalama
olarak 5 ve 9 kat daha fazla gynogenik embriyo meydana getirme kabiliyetine sahip

oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Hassandokht ve ark. (2000), 6 Iran (Ghermez-e-Azarshahr, Sefid-e-Kashan, Sefid-e-
Kamare-e-Khomain, Sefid-e-Qom, Dorcheh-e-Esfahan and Gholigheseh-e-Zanjan) ve 2
Italyan (Borettana ve Klr) sogan cesidinin gynogenezise tepkilerini arastirmustir.
Arastirma sonucunda embriyo olusum orani ve kallus olusturma yiizdesi lizerinde kiiltiir
ortamlar1 arasindaki farkin 6nemli (P<0.05) oldugu ve kullanilan kiiltiir ortam ile
cesitler arasinda da interaksiyonun yiiksek oldugu tespit edilmistir. Iran sogan gesitleri
icinde en yiiksek embriyo olusum oranmin Gholigheseh-e-Zanjan ¢esidinde %0,80; en
diisiik embriyo gelisim oraninin ise Sefid-e-Kamare-e-Khomain ¢esidinde %0,34

oldugu bildirilmistir.



Bohanec ve ark. (2001), soganda haploidi meydana gelme frekansinin biiyiik oranda
genotipe bagli oldugunu bildirmistir. 39 farkli uzun giin sogan genotipi tizerinde yapilan
caligma ile haploid bitki oranmin %0 ile %22,6 arasinda (ortalama %4,16) degistigi

belirlenmistir.

Sulistyaningsih ve ark. (2002), sitoplazmik erkek kisir (CMS) Allium galanthum ve
Allium cepa L. arasindaki hibritlerden ¢igek tomurcugu kiiltiirii yoluyla haploid bitki
elde etme olanaklarini arastirmustir. Arastirmada 535 ¢igek tomurcugu B5 ortaminda
kiiltiire alinmis ve embriyolardan elde edilen 25 bitkiden 13’liniin bitkiye doniistimii
saglanmistir. Arastirma sonucunda elde edilen 11 bitkinin haploid, diger iki bitkinin ise

diploid oldugu belirlenmistir.

Bohanec ve ark. (2003), haploid bitki tiretiminde genotip etkisini belirlemek amaciyla
Amerika Birlesik Devletleri’nde gelistirilmis 22 sogan hattini kullanmistir. Arastirma
sonucunda, B0223B ve B2923B genotiplerinin haploidi meydana getirme frekansinin
diger genotiplerden daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Arastrmada ayrica
kendilemenin soganda gynogenezis meydana getirme frekansina etkisi de
degerlendirilmistir. B2923B genotipinin kendilenmesiyle meydana gelen hatlarda
haploidi frekansinin arttigi, B2923B-6 genotipinde en yliksek ortalama haploidi
meydana getirme oraninin %53,6 oldugu belirlenmistir. Bunun yanisira kendileme
yoluyla elde edilen sadece tek bir bitkide haploidi meydana gelme frekansinin %82,8’e
kadar ytikseldigi tespit edilmistir. Arastirma sonucunda kendilemenin haploid sogan

iiretiminde etkili bir yontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Michalik ve ark. (2003), 30 farkli Polonya sogani genotipine ait 32.802 c¢igek
tomurcugunun kullanildig: iki yil stiren ¢aligmasinda 310 (%0,9) embriyo elde etmistir.
Arastirma sonucunda kullanilan gesitlerin embriyo veriminin biiyilk oranda genotipe
bagli oldugu tespit edilmistir. Calismada sadece bir genotipte %10 oraninda embriyo
gelisimi saglanirken 9 genotipte gynogenezis olusumunun basarisiz oldugu, 12
genotipte %0,2-0,8 ve 8 genotipte %1,0-4,3 oraninda embriyo meydana geldigi tespit

edilmistir.



Judkevieiene ve ark., (2005), Allium schoenoprasum L., Allium fistulusum L., Allium
angulosum L., Allium ursinum L., Allium porum L., Allium cepa L. var. agregatum ve
Allium cepa L. olmak iizere 7 farkli Allium tiri ile Allium cepa L.’nin 10 farkli
cesidinin gynogenezise tepkisini belirlemek amaciyla yiirtittiikleri arastirma sonucunda,
gynogenik embriyo meydana gelme oranmnin tiirlere ve c¢esitlere gore farklilik
gosterdigini tespit etmistir. Tiirlerin gynogenik embriyo meydana getirme oran1 Allium
fistulusum L.’da %4,1; Allium cepa L.’da %3,2 ve Allium porrum L.’de %1,8 olarak
belirlenmistir. Allium cepa L. cesitlerindeki gynogenezis meydana gelme sikligmnin
(%]1,1) ise hibrit gesitlerle (%0,3) karsilastirildiginda ortalama dort kat daha yiiksek

oldugunu tespit edilmistir.

Cho ve ark. (2006), calismalarinda in vitro gynogenezis yoluyla haploid bitki elde
etmek amaciyla ticari olarak lretimi yapilan acik tozlanan 10 farkli uzun giin sogan
¢esidi (Top-one, Hwanggeumal, Higuma, Chunsim, Sprit, Brahma, Candy, Tamara,
Wolf, Getsurin) ile 4 farkli F; hibrit c¢esidi kullanmistir. Arastirma sonucunda,
gynogenezise tepkinin ¢esitler arasinda farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Elde dilen
bitkilerde yapilan ploidi analizleriyle bu bitkilerin %24,5’inin haploid, %44,9’unun
miksoploid ve %16,3’iiniin diploid oldugu tespit edilmistir.

Sulistyaningsih ve ark. (2006), ¢icek tomurcugu kiiltiirii yontemiyle Endonezya orijinli
Dili-white, Yogya ve Dili-red sogan ¢esitlerinin gynogenezise tepkilerini belirlemek
amaciyla yaptig1 ¢alismada ana bitkileri sera sartlarinda yetistirmistir. Arastirmada
toplam 6.812 ¢igek tomurcugu kullanilmis ve 89 bitki elde edilmistir. Gynogenezise
tepki bakimindan ana bitkiler arasinda 6nemli farklarin bulundugu ve Dili-white sogan
cesidinden 87, Dili-red ve Yogya’dan ise birer bitki elde edildigi bildirilmis, yapilan
analizler elde edilen bitkiciklerden sadece iki tanesinin haploid (Dili-white) oldugunu

tespit edilmistir.

Souri ve ark. (2007), 9 farkli Iran sogan gesidini kullandiklar1 galismada gynogenik
bitki elde etmek amaciyla tomurcuk kiiltiirii yontemini kullanmistir. Gynogenezise
tepkinin genotipler arasinda degisim gosterdigi, en yiiksek embriyo gelisiminin Sefid-e-
Naishabur (%5,06) ve Eghlid-e-Fars (%4,51) cesitlerinden elde edildigi bildirilmistir.

Arastirmada en disiik bitki rejenrasyonu Tarom-e-Zanjan (%0,19) c¢esidinde



gozlenirken, en yiliksek bitki rejenerasyonu ise Eghlid-e-Fars (%2,19) ¢esidinden elde

edilmistir.

Ebrahimi ve Zamani (2009), iki farkli Iran sogan cesidinde (Sefid-e Kurdistan, Sefid-e
Neishabour) ¢icek tomurcugu kiiltiirii ile gynogenezis uyartimi iizerine poliaminlerin
(putresin ve spermidin) etkisini aragtirmistir. Arastiricilar, gynogenezise tepkinin
cesitler arasinda farkhilik gosterdigi; en yiiksek gynogenik embriyo olusumunun
(%6,90) Sefid-e Kurdistan ¢esidinde meydana geldigi, Sefid-e Neishabour ¢esidinde ise
bu oranin %3,33 oldugunu bildirilmislerdir. Yapilan ploidi analizleri Sefid-e Kurdistan
cesidinden elde edilen bitkilerin %72,2’sinin; Sefid-e Neishabour c¢esidinde ise
%75,0’min haploid oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

Yarali (2014), besin ortaminda kullanilan farkli biiylimeyi diizenleyici madde
kombinasyonlarmin soganda gynogenik embriyo olusumuna etkisini belirlemek
amaciyla yuriittiigli calismada Tiirkiye’de yetistirilen iki farkli sogan ¢esidi (Bayram 1
ve Yakut) ile soganda yapilan gynogenezis caligmalarinda kontrol bitkisi olarak
kullanilan OH-01 sogan ¢esidini kullanmistir. Arastirma sonucunda elde edilen in vitro
bitki oran1 ve haploid embriyo olusumunun genotipler arasinda farklilik gosterdigi,
yapilan ploidi analizi ile yalnizca OH-01 sogan ¢esidinden haploid bitki elde edildigini

bildirmistir.

Fayos ve ark. (2015), calismalarinda Fuentes de Ebro, BGHZ1354, Recas ve Rita olmak
iizere farkli Ispanyol sogan cesitlerinin gynogenezise yatkinlhigini arastirmislardir.
Denemede kontrol olarak gynogenezis meydana getirme potansiyeli yliksek olan OH-01
popiilasyonu kullanilmigtir. Kullanilan sogan cesitlerinin embriyo meydana getirme
kabiliyetlerinin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir. Cesitler arasinda Recas
cesidinin %2,09’luk oranla en yiiksek degere sahip oldugu, buna karsin Fuentes de Ebro
cesidinde ise bu oranin %0,53 oldugu bildirilmistir. Bu oranlarin tiimi OH-01

popiilasyonundan elde edilen degerlerden (%15) daha diisiik olmustur.

Khar ve ark. (2018), aralarinda agik tozlanan, yerel ¢esit ve hibrit g¢esitlerin de
bulundugu 7 farkli tropikal kisa giin sogan ¢esidinin hapoloidiye yatkinlhigini

aragtirmistir. Arastirmada, embriyo olusumu yoniinden genotipler arasinda Onemli



farkliliklarin oldugu, agik tozlanan ve hibrit ¢esitlerin embriyo olusturma kapasitelerinin
yerel ¢esitlerle kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Buna karsin yerel
cesitlerin kallus olusturma oraninin ise daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Arastirma

sonucunda %33 oraninda haploid, spontan diploid ve tetraploid bitkiler elde edilmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

Arastirma 2016-2018 yillar1 arasinda Kilis 7 Aralik Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii, Kilis 7 Aralik Universitesi Tarimsal Arastirma ve Uygulama Merkezi
ile Kilis 7 Aralik Universitesi ileri Teknoloji Uygulama ve Arastrma Merkezi’ne ait

Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda yiirtitiilmiistiir.

3.1 Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak Tiirkiye’nin farkli illerinden toplanan 13 sogan

genotipi kullanilmstir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan sogan genotipleri ve temin edildikleri yerler

Genotip Temin edildigi yer
Genotip 1 Ceyhan/Adana
Genotip 2 Merkez/Amasya
Genotip 3 Bismil/Diyarbakir
Genotip 4 Kirikhan/Hatay
Genotip 5 Islahiye/ Gaziantep
Genotip 6 Merkez/Kilis 1
Genotip 7 Merkez/Kilis 2
Genotip 8 Merkez/Kilis 3
Genotip 9 Merkez/Kilis 4
Genotip 10 Musabeyli/ Kilis 5
Genotip 11 Nizip/ Gaziantep
Genotip 12 Merkez/Sanlurfa 1
Genotip 13 Siverek/Sanlrfa 2
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3.2 Yontem

3.2.1 Sogan baslariin dikimi

Sogan genotiplerine ait tohumluk baslar 22.11.2016 tarihinde Kilis 7 Aralik Universitesi
Tarmmsal Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde hazirlanan 20 litrelik saksilara dikilmis

ve kiiltiirde kullanilacak ¢igcek tomurcuklari elde edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sogan bitkilerinin gelisme donemindeki goriiniimleri

3.2.2  On kiiltiir ortami

On kiiltiir ortan olarak daha dnceki arastiricilarm bulgularina gére soganda in vitro’da
gynogenik embriyo uyartimi iizerine basarili sonuglar veren BDS (Dunstan ve Short,
1997) ortamu kullanilmistir (Alan ve ark., 2003-2004; Bohanec, 2009; Yarali ve
Yanmaz, 2013; Yarali, 2014). Kiiltiir ortamina bitki biiylimesini diizenleyici madde
olarak 2 mg/l 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) ve 2 mg/l 6-BA
(Benzylaminopurine) ilave edilmis, ortama %0,7 oraninda agar ilave edilmis ve pH’s1
5,8’e ayarlanmistir (Geoffriau ve ark., 1997; Bohanec ve Jakse, 1999; Alan ve ark.,
2003; Sulistyaningsih ve ark., 2006; Yarali, 2014). BDS ortaminin bilesimi Cizelge 3.2’

de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Tomurcuk kiiltiiriinde kullanilan BDS ortamimin bilesimi

Kimyasal madde

Miktar (mg/l)

BDS makro elementler (10x)

NH;H,PO, 2300
CaCI2.2H20 1500
NaH2P04.H20 1500
KNO; 25300
MgS0O,.7H,0 2470
(NH,4),SO4 1340
NH;NO; 3202
BDS mikro elementler (100x)

COC|2.6H20 2,5
CuS0,4.5H,0 3,9
KI 75
MnS0O,.5H,0 1320
NagMOO4.2H20 25
ZnS0O,.7H,0 200
Fe EDTA (100x)

FeS0..7H,0 2780
Na,EDTA.2H,0 3730
Vitaminler (100x)

MS thiamine-HCI 1000
MS myo-inositol 50000
Pyridoxine-HCI 100
Nikotinik asit 100
L-proline 20000
Jellesme ajam (g/1)

Agar (phytagar) 7,2
pH 6,0

3.2.3 Cicek tomurcuklarimn ana bitkilerden ahnmasi ve sterilizasyonu

Kiiltiirde kullanilacak olan c¢icek tomurcuklar1 antesisten 3-5 giin Once, ¢icek

tomurcuklar1 agmadan ana bitkilerden alinarak (Muren, 1989; Geoffriau ve ark., 1997;

Luthar ve Bohanec, 1999; Puddephat ve ark.,

1999; Musial

ve ark.,

2001;

Sulistyaningsih ve ark., 2002-2006; Alan ve ark., 2003; Judkevieiene ve ark., 2005;
Javornik ve ark., 1998); %70’lik ethanol i¢ginde 3 dakika bekletildikten sonra, %15’lik
kloroks ¢ozeltisi (%0,9 sodyum hipoklorit+ %0,1 tween-20) icerisinde 30 dakika

tutulmus ardindan 3 defa distile su ile yikanarak sterilizasyon iglemi tamamlanmigtir

(Yarali, 2014; Sekil 3.2; Sekil 3.3).



Sekil 3.3. Cigek tomurcuklarmin sterilizasyon asamalari; a. Cigeklenme asamasindaki
tomurcuklar, b. Cigek tomurcuklarmmn %70’lik etanol igerisinde 3 dakika tutulmasi,
cicek tomurcuklarinin %15°lik clorox ¢ozeltisinde 30 dakika tutulmasi, c¢. Cigek
tomurcuklarinin ¢ift distile su ile yikanmasi, calkalanmasi ve siiziilmesi

3.2.4 Tomurcuk kiiltiirii yontemi

Allium tiirlerinde gynogenik embriyo uyartiminda kiiltire alma yonteminin etkisi
yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur. Gynogenezis yoluyla haploid embriyo elde
edilmesinde kullanilan 2 ana yontem bulunmaktadir. Bu yontemler tomurcuk ve
yumurtalik kiiltiirii yontemleridir. Denemede tomurcuk kiiltlirii yontemi kullanilmistir.
Bu amagla ¢igeklenmeden 3-5 giin 6nceki agamadaki ¢igek tomurcuklarini tastyan ¢igek
toplar1 sabahin erken saatinde sapli olarak kesilmis ve laboratuvara getirilmistir.

Sterilizasyon islemi tamamlanan tomurcuklar steril kabin i¢inde ¢icek saplari
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kesildikten sonra eksplantlar, 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda sterilize edilen
(Jakse ve ark., 1996; Sulistyaningsih ve ark., 2006) 15 ml besin ortami ile doldurulan
steril petrilere her petriye 15 adet olmak {izere steril sartlarda her genotipten 15 petri
olacak sekilde ekilip (Sekil 3.4), hava almayacak sekilde stre¢ film ile sarildiktan sonra,
25 °C’de, 16/8 saat giin uzunluguna sahip bitki biiylitme kabininde kiiltiire alinmistir
(Sulistyaningih ve ark., 2002-2006; Yarali, 2014; Sekil 3.5).

Sekil 3.4. Cigek tomurcuklarmin 6n kiiltiir ortamina dikilmesi; a. Cigek tomurcuklarmin
saplarinin kesilmesi, b. Cigek tomurcuklarmin besin ortamina dikilmesi
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Sekil 3.5. Bitki biiyiitme kabinine yerlestirilen petriler
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3.2.5 Gelisen eksplantlarin biiyiime ortamina (EM) transfer edilmesi

On kiiltiir ortaminda gelisen eksplantlar ve bitkicikler 25 ml biiyiime ortami (EM) ile
doldurulmus cam kavanozlara transfer edilmistir (Alan ve ark., 2003; Jakse ve ark.,
2003; Yarali, 2014; Sekil 3.6, Sekil 3.7). Biiyiime ortaminin igerigi Cizelge 3.3’de

verilmistir.

Sekil 3.6. Biiyiime ortamina aktarilan in vitro bitkicikler
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Sekil 3.7. Biiyiime ortaminda (EM) gelismesini siirdiiren bitkiler

Cizelge 3.3. Biiyiime ortaminin (EM) bilesimi

Kimyasal madde | Miktar (mg/1)
BDS makro elementler (10x)

NH,H,PO, 2300
CaCl,.2H,0 1500
NaH,PO4.H,0O 1500
KNO; 25300
(NH,),SO, 1340
NH,NO; 3202
BDS mikro elementler (100x)

COClz.GHzO 2,5
CuS0,.5H,0 3,9
Kl 75
MnSQO,.5H,0 1320
Na2M004.2H20 25
ZnS0,.7H,0 200
Fe EDTA (200x)

FeSO,.7H20 5560
Na,EDTA.2H,0 7460
Vitaminler

MS thiamine-HCI 10
MS myo-inositol 500
Pyridoxine-HCI 1
Nikotinik asit 1
L-proline 200
Karbonhidrat ve jellesme ajam (g/l)

Agar (phytagar) 7,2
Sakkaroz 30
pH 5,9
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3.3 Yapilan Ol¢iim ve Degerlendirmeler:
3.3.1 Eksplant gelisim asamalarmin belirlenmesi

On Kiiltir ortammna alman eksplantlarda (tomurcuk ve yumurtalik kiiltiirlerinde)
dikimden 1 hafta sonra gozlem ve 6l¢iim ¢aligmalar1 baslamistir. Kiiltiirlerde asagida
belirtilen gelisme asamalar1 degerlendirilmis ve bu degerler sayisal olarak belirlenmistir.

Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da farkli gelisme asamalarindaki eksplantlar gériilmektedir.

Kallus olusturma: Tomurcuklarin dip kisminda kallus dokusu olusup olusmama

durumu say1 ve ylizde olarak belirlenmistir.

Kalluslardan bitki olusumu: tomurcuklarda meydana gelen kallus dokusundan bitki

olusup olusmama durumu say1 olarak belirlenmistir.

Dogrudan bitki gelisimi: Eksplantlardan dogrudan siirgiin gelisimi  yoluyla

yumurtaligin i¢inden ¢ikan siirgiin sayis1 ve orani olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.8. Kiiltiir ortamindaki farkli gelisme asamalarindaki eksplantlar: a. Kiiltiir
ortamma yeni alinmis tomurcuklar, b. Kiiltiir ortaminda tomurcuklarin agilmasi, c.
Kiltiir ortaminda tomurcuklarin sismesi ve kallus olusumu, d. Dogrudan siirgiin
gelisimi, e. Kok ve siirgiin geligimi

Sekil 3.9. Tomurcuklarda yumurtaligin iginden dogrudan siirgiin gelisimi
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3.3.2 Camsilasan ve gelismeyen eksplant sayisimin belirlenmesi

Dikim sonras1 sogan eksplantlarinda camsilagma goriilen ve gelismeyen eksplantlar say1

ve oran olarak belirlenmistir (Sekil 3.10).

. gaagis © TN 2

Sekil 3.10. Kiiltiirde gelismeyen (a) ve camsilasan (b) sogan tomurcuklar1

3.3.3 Ploidi seviyesinin belirlenmesi

Denemede elde edilen bitkiciklerin gelisimi izlenmis ve tig-dort yaprakli agamaya gelen
bitkilerin DNA miktarlar1 ve ploidi seviyeleri Pamukkale Universitesi Bitki Genetigi ve
Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne ait laboratuvarda flow
sitometri (Beckman Coulter Cell Lab Quanta SC Flow cytometer) yardimiyla
belirlenmistir. Flow sitometri ile yapilacak 6l¢iimlerde kullanilmak iizere petri kabinin
icerisine Ol¢limleri yapilacak A. cepa bitkisinin ve kontrol olarak kullanilan yulaf
(Avena sativa L.) bitkisinin taze siirgiinlerinden yaklasik 50 g (6-8 c¢cm) kadar 6rnek
alinmustir. Orneklerin iizerine 1,5 ml ¢ekirdek izolasyon tamponu (NIB) ilave edilmistir.
Analiz i¢in kullanilan NIB izolasyon ¢ozeltisinin igerigi Cizelge 3.4’de verilmistir. NIB
icinde bulunan dokular jilet yardimi ile ¢ok ince olarak kiyilarak homojenize edildikten
sonra 37 um’lik porlara sahip plastik filtreden gegirilerek 2 ml’lik tiiplere aktarilmustir.
Bu islemin ardindan tiipteki Oziitler 10.000 devir hizda 5 saniye santrifiijlenmistir.

Santrifiijleme isleminden sonra tiipiin kaidesinde yapismis olan DNA’nin iizerinde
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kalan tim sivi dokiilmiis ve 500 ul NIB eklenerek tiipler vortekslemistir. Ardindan
tiiplere 10 pl propidium iodide (PI) stok ¢ozeltisi (1 mg/ml) ilave edilerek tekrar
vorteksleme islemi yapilmistir. Bu islemin ardindan 6rnekler 6rnek kaplarina konmus
ve DNA miktarlar1 flow sitometri ile 6lgiilmiistiir. Flow sitometri ile 6l¢iim sonucu
ortaya ¢ikan pikler Arumuganathan ve Earle (1991)’e gore “Ornegin niikleer DNA
miktar1 = (Ornek A. cepa bitkisinden ¢ikan floresan degeri/ Avena sativa nin floresan
degeri) X 23,45 pg (kontrol olarak kullanilan Avena sativa 'nin DNA miktar1)” seklinde
hesaplanarak orneklerin DNA miktarlar1 ve ploidi seviyeleri belirlenmistir (Alan ve
ark., 2003).

Cizelge 3.4. Cekirdek izolasyon tamponu (NIB)”

Kimyasal Kimyasal miktar1 Final konsantrasyon miktar1
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 | % 0,2 (VIV)

Siikroz 10,3 ¢ 300 mM
Spermin 17,4 mg 0,5 mM
PVP-40 1g %1

" NIB tamponu hazirlandiktan sonra pH s1 7,5 olarak ayarlanir ve kullanilana kadar -20° C de saklanr.

3.3.4 Bitkilerin dis kosullara ahstirilmasi

Yaklasik 3-4 gercek yapraga sahip olan in vitro gynogenik bitkiler steril torf ile
doldurulmus 1 litrelik kavanozlara aktarilmistir. Aktarma isleminin ardindan bitkiler
steril su ile sulanmis ve kavanozlarin agiz kisimlari steril aleminyum folyo ile
kapatilmistir. Bu islemin ardindan stre¢ film ile sarilan kavanozlara bitkilerin hava
almalar1 ve dig ortam kosullarina kademeli olarak alisabilmeleri amaciyla delikler
acimistir. Ardindan bitkiler ortam kosullar1 ayarlanan biiylitme kabinine (13 saat
aydinlik- 11 saat karanlik, 19 OC sicaklik) transfer edilmistir (Sekil 3.11). iki hafta

sonra bitkiler kavanozlardan ¢ikarilarak saksilara dikilmistir.
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Sekil 3.11. In vitro bitkilerin dis ortam kosullarma alistirilmasi; a. Steril kosullarda
kavanozlara dikilen in vitro sogan bitkileri, b. Dig ortam kosullarina aktarilmis in vitro
sogan bitkisi

3.3.5 Istatistiki degerlendirme

Deneme, eksplantarda kallus olusumu, kalluslarin bitkiye doniisiimii, dogrudan gelisen
bitki sayis1 ve haploid bitki olusumu fiizerine genotip etkisini belirlemek amaciyla
tesadiif parselleri deneme diizenine gore kurulmustur. Varyans analizlerini takiben farkli
gruplar1 belirlemek i¢in Tukey testi kullanilmistir. Hesaplamalar JMP paket programi
ile yapilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Eksplant Gelisimi Uzerine Genotipin Etkisi

Farkli sogan genotiplerinin 6n kiiltiir ortamma dikilen tomurcuklarda kallus olusumu,
kallustan bitki olusumu, eksplantlardan dogrudan bitki gelisimi, camsilagsma, enfeksiyon

olusumu ve gelismeyen eksplant olusumuna etkisi degerlendirilmistir.

4.1.1 Eksplantlarda kallus olusumu iizerine genotipin etkisi

Farkli sogan genotiplerinin on kiiltiir ortamina dikilen tomurcuklarda kallus olusumuna
etkisi Cizelge 4.1°de, kallus olusturan ekplant sayis1 ve kallustan olusan bitki sayisi
Sekil 4.1°de verilmistir.

Varyans analizi sonuglarina gore eksplantlarda kallus olusumu iizerine genotipin etkisi
onemli olmustur. Cizelge 4.1 incelendiginde; en yiiksek kallus olusum oranina (%28,0)
11 numarali genotipin sahip oldugu, bunu sirasiyla %27,13 ile 13 numarali genotipin ve
%26,67 ile 5 numarali genotipin izledigi goriilmektedir. En diisiik kallus olusum orani
(%11,13) 1 numarali genotipten elde edilirken, 8 numarali genotipte Kkallus olusumu

gdzlenmemistir.
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Cizelge 4.1. Farklhh sogan genotiplerinin 6n kiiltiir ortamindaki eksplantlarda kallus
olusumu tiizerine etkisi (adet/petri)

G . Kallus olusturan eksplant Kallus olusturma orani
enotip
sayisl (%)

Genotip 1 1,67 d 11,13

Genotip 2 2,67 b-d 17,80

Genotip 3 2,07 cd 13,80

Genotip 4 2,87 a-d 19,13

Genotip 5 4,00 ab 26,67

Genotip 6 3,33 a-c 22,20

Genotip 7 2,73 a-d 18,20

Genotip 8 0,00 e 00,00

Genotip 9 1,80 d 12,00

Genotip 10 3,33 a-c 22,20

Genotip 11 420 a 28,00

Genotip 12 3,93 ab 26,20

Genotip 13 4,07 ab 27,13

Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki gostermektedir (p<0,05)

4.1.2 Kalluslarin bitkiye doniisiimii iizerine genotipin etkisi

On Kkiiltir ortaminda olusan kalluslarm bitkiye doniisimii iizerine farkli sogan
genotiplerinin etkisi Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de verilmistir. Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1
incelendiginde, genotipler arasinda yanlizca 3 numarali genotipte 1 adet ve 11 numarali

genotipte ise 2 adet bitkinin kallustan meydana geldigi gériilmektedir.
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Cizelge 4.2. On kiiltiir ortaminda olusan kalluslarin bitkiye doniisiimii {izerine farkli
sogan genotiplerinin etkisi (adet/petri)

G . Kallustan olusan bitki Kallustan olusan bitki orani
enotip
sayisi (%)

Genotip 1 0,00 a 0,00

Genotip 2 0,00 a 0,00

Genotip 3 0,07 a 0,47

Genotip 4 0,00 a 0,00

Genotip 5 0,00 a 0,00

Genotip 6 0,00 a 0,00

Genotip 7 0,00 a 0,00

Genotip 8 0,00 a 0,00

Genotip 9 0,00 a 0,00

Genotip 10 0,00 a 0,00

Genotip 11 0,13a 0,87

Genotip 12 0,00 a 0,00

Genotip 13 0,00 a 0,00

Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.1. Farkli sogan genotiplerinde kallus olusturan eksplant sayis1 ve kallustan
meydana gelen bitki sayis1

4.1.3 Eksplantlardan dogrudan bitki gelisimi iizerine genotipin etkisi

Farkli sogan genotiplerinden alinan tomurcuklardan dogrudan bitki gelisimi iizerine
genotipin etkisi Cizelge 4.3’de, dogrudan meydana gelen bitki sayis1 ise Sekil 4.2°de

verilmistir.
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Varyans analizi sonuglarina gore eksplantlardan dogrudan bitki gelisimi lizerine genotip
etkisi onemli olmustur. Arastirmada kullanilan 13 genotipten yanlizca 8 tanesinde
dogrudan siirgiin gelisimi gézlenmistir. Dogrudan siirgiin gelisimi yoluyla elde edilen
36 bitkinin; 11 tanesi (%4,87) 5 numarali genotipten, 10 tanesi (%4,47) 13 numarali
genotipten, 7 tanesi (%3,13) 12 numarali genotipten, 4 tanesi (%1,80) 6 numarali
genotipten, 4 tanesi ise 3, 4, 10 ve 11’numarali genotiplerden birer adet olmak iizere
elde edilmistir. Arastrmada 1, 2, 7, 8 ve 9 numarali genotiplerden almnan cicek

tomurcuklarinda dogrudan bitki gelisimi gézlenmemistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.3. Eksplantlardan dogrudan gelisen bitki sayisi iizerine farkli sogan
genotiplerinin etkisi (adet/petri)

Genotip Dogrudan gelisen bitki Dogrudan gelisen bitki orani
sayisi (%)
Genotip 1 0,00 b 0,00
Genotip 2 0,00 b 0,00
Genotip 3 0,07 b 0,47
Genotip 4 0,07 b 0,47
Genotip 5 0,73 a 4,87
Genotip 6 0,27 ab 1,80
Genotip 7 0,00 b 0,00
Genotip 8 0,00 b 0,00
Genotip 9 0,00 b 0,00
Genotip 10 0,07 b 0,47
Genotip 11 0,07 b 0,47
Genotip 12 0,47 ab 3,13
Genotip 13 0,67 a 4,47

Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki gostermektedir (p<0,01).
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Sekil 4.2. Farkli sogan genotiplerinden alinan tomurculardan dogrudan gelisen bitki
say1s1
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Kalluslardan ve tomurcuklardan dogrudan siirgiin gelisimi yoluyla meydana gelen
toplam 39 bitkicik biiylime ortamina (EM) transfer edilmistir. Bu ortamda 13 numarali
genotipe ait sadece 2 bitki yasatilabilmistir. 3-4 yapraga sahip bitkilerden alinan
orneklerde flow sitometri yardimiyla ploidi seviyesi belirlenmis (Cizelge 4.4), elde
edilen bitkilerden birinin haploid, digerinin ise diploid oldugu tespit edilmistir. Dis

ortam kosullarinda yasamini siirdiiren bitki diploid bitki olmustur.

Cizelge 4.4. In vitro’da elde edilen bitkilerde yapilan ploidi analizi sonuglar1

Analiz edilen materyaller Niikleer DNA miktar1 Ploidi seviyesi
Diploid sogan(kontrol) 33,49 2n
Genotip 13 (Sanlurfa 2) 31,03 2n
Genotip 13 (Sanlwrfa 2) 16,79 n

4.1.4 Eksplantlarda camsilasma iizerine genotipin etkisi

Farkli sogan genotiplerinden alinan tomurcuklardan camsilagma tizerine genotipin etkisi

Cizelge 4. 5°de, camsilasan eksplant sayilar1 ise Sekil 4.3’ de verilmistir.

Varyans analizi sonuglarma gore eksplantlarda camsilasma {izerine genotip etkisi
onemli (p<0,01) olmustur. Cizelge 4.5 incelendiginde, %53,80 ile en fazla camsilasma
oranina 7 numarali genotipin sahip oldugu, bunu sirasiyla %48,87 ile 10 numarali
genotipin ve %36,87 ile 9 numarali genotipin izledigi goriilmektedir. En disiik
camsilagma oranina ise %8,87 orani ile 1 numarali genotip sahip olmustur. En fazla
camsilagan eksplant sayist 7 numaral genotipte 121 adet; en diisiik deger 1 numarali

genotipte 20 adet olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Cizelge 4.5. On Kkiiltiir ortamindaki eksplantlarda camsilasma iizerine farkli sogan
genotiplerinin etkisi (adet/petri)

Genotip Camsilagan eksplant sayisi Camsﬂasan(g/l:)splant orant
Genotip 1 1,33 gh 8,87
Genotip 2 1,80 f-h 12,00
Genotip 3 3,53 c-f 23,53
Genotip 4 5,20 cd 34,67
Genotip 5 3,13 d-g 20,87
Genotip 6 3,80 c-f 25,33
Genotip 7 8,07 a 53,80
Genotip 8 0,00 h 0,00
Genotip 9 5,53 bc 36,87
Genotip 10 7,33 ab 48,87
Genotip 11 4,47 cd 29,80
Genotip 12 3,93 c-e 26,20
Genotip 13 1,93 e-h 12,87

Ayni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki géstermektedir (p<0,01)

Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen. | Gen.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
|l Camsilagan eksplant savisi| 20 27 53 78 47 57 | 121 0 83 110 | &7 59 29

Sekil 4.3. Farkli sogan genotiplerinde camsilagan eksplant sayisi

4.1.5 Gelismeyen eksplantlarin genotiplere gore dagilimi

On Kkiiltiir ortaminda gelismeyen eksplantlarin genotiplere gore dagilimi Sekil 4.4°de

verilmistir. Sekil 4.4 incelendiginde, en fazla gelismeyen eksplant sayisinin 145 adet
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(%64,44) ile 8 numarali genotipten, en az gelismeyen eksplant sayisinin ise 33 adet

(%14,67) ile 10 numarali genotipten elde edildigi goriilmektedir.
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B Geligmeyen eksplant oran1 (%) |23,55|50,22(42,22|27.11|29,78|35.11|20,00 | 64,44| 29,78 | 14,67 |31,11|31,55| 41,78

Sekil 4.4. Gelismeyen eksplantlarin genotiplere gore dagilimi
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5. TARTISMA ve SONUC

Glinlimiizde soganda gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etme caligmalari
yurtdisindaki arastiricilar tarafindan basaril bir sekilde siirdiiriilmektedir. Ulkemizde ise
konu ile ilgili ¢aligmalar son yillarda ivme kazanmasima ragmen 6zellikle yerli ¢esitlerin
kullanildig1 arastirmalarin sayist sinirli kalmistir. Bu nedenle ¢aligmalarda tilkemizin
sogan genotiplerinin gynogenezise yatkinligmin belirlenmesi ve gynogenezis meydana
getirme kapasitesi yiiksek c¢esit veya genotiplerin sofan 1slah programlarina dahil
edilmesi 6nem arz etmektedir. Ayrica yurt disinda yapilan ¢alismalarla gynogenezise
egilimli oldugu belirlenen genotiplerin de devreye sokulmasi, lilkemiz genotiplerinin

potansiyelini ortaya konulmasi agisindan énemlidir.

Bu calismada, Kilis ili de dahil olmak tizere iilkemizin farkli illerinde yetistirilen bazi
sogan (Allium cepa L.) genotiplerinin haploidiye yatkmliklarmm tomurcuk kiiltiiri
yoluyla tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amagla, Kilis ili (Merkez ve Musabeyli) basta
olmak {izere Adana (Ceyhan), Amasya (Merkez), Diyarbakir (Bismil), Hatay
(Kirikhan), Gaziantep (Islahiye ve Nizip) ve Sanlurfa (Merkez ve Siverek) illerinde

yerel olarak yetistiriciligi yapilan sogan genotiplerine ait baslar temin edilmistir.

Disi gametten haploidi uyartiminda basariy1 etkileyen en 6nemli faktor genotiptir.
Haploidiye yonelik ¢alismalarda tiim kosullar yerine getirilse bile kullanilan tiiriin
haplodiye egilimi yoksa basar1 sans1 hemen hemen hig¢ yoktur. Dolayisiyla gynogenezis
yoluyla elde edilen gynogenik haploid embriyo orani, embriyo kalitesi ve embriyodan
bitki rejenerasyonu tiir ve gesitlere gore farklilik gostermektedir (Keller ve Korzun,
1996; Michalik ve ark., 2003; Alan ve ark., 2004; Judkevieiene ve ark., 2005; Palmer ve
Keller, 2005; Reed, 2005; Cho ve ark., 2006; Kim ve ark., 2007; Chen ve ark., 2011,

Murovec ve Bohanec, 2012).

Arastirmada sonuglari, kiiltiir ortaminda tomurcuklarda kallus olusumunun genotipler
arasinda farklilik gosterdigini ortaya c¢ikarmustir. En fazla kallus olusum oranina
(%28,0) 11 numarali genotipin sahip oldugu, bunu sirasiyla %27,13 ile 13 numaral
genotipin ve %?26,67 ile 5 numarali genotipin izledigi belirlenmistir. En diisiik kallus

olusum orani (%11,13) 1 numarali genotipten elde edilirken, 8 numarali genotipte kallus
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olusumu gozlenmemistir. Keller (1990b) yaptigi ¢alismada kullanilan tiir ve cesitlerde
kallus olusum oranlarin farklilik gosterdigini bildirmistir. Benzer sekilde Hassandokht
ve ark. (2000)’nin 6 Iran ve 2 Italyan sogan ¢esidini kullandiklar1 calismada da kallus
olusturma ylizdesinin gesitler arasinda farklilik gosterdigini tespit edilmis, Iran sogan
cesitleri icinde en yiiksek embriyo olusum oraninin Gholigheseh-e-Zanjan ¢esidinde
%0,80; en diisiikk embriyo gelisim oraninin ise Sefid-e-Kamare-e-Khomain ¢esidinde
%0,34 oldugu bildirilmistir.

Kalluslarin bitkiye dosiimii lizerinde genotipler arasinda farklilik oldugu, genotipler
arasinda yanlizca 3 numarali genotipte 1 adet ve 11 numarali genotipte ise 2 adet
bitkinin kallustan meydana geldigi tespit edilmistir. On kiiltiir ortamindaki
eksplantlardan dogrudan siirgiin gelisimi yoluyla da in vitro bitkiler elde edilmistir.
Dogrudan siirglin gelisimi yoluyla bitki eldesinde de genotip etkisi 6nemli olmus,
kullanilan 13 genotipten yanlizca 8 tanesinde dogrudan siirgiin gelisimi Yyoluyla
yumurtaliklarin i¢inden bitki gelisimi gozlenmistir. Dogrudan siirgiin gelisimi yoluyla
elde edilen 36 bitkinin; %4,87°si 5 numarali genotipten, %4,47°si 13 numarali
genotipten, %3,13’ 12 numarali genotipten, %1,80°1 6 numarali genotipten, %0,47’si
ise 3, 4, 10 ve 11 numarali genotiplerden elde edilmistir. Keller (1990a) tarafindan
yiriitiilen ve soganda ilk haploid bitkinin elde edildigi ¢alismada, farkli Allium tiirleri ve
farkli sogan ¢esitleri kullanilmis ve sadece soganda yumurtadan bitki rejenerasyonunun
meydana geldigi bildirilmistir. Soganda kiiltiire alinan yumurtaliklardan genotiplere
gore %0,08- 0,58 arasinda degisen oranlarda dogrudan embriyo gelisimi ile bitkicikler
elde edilmistir. Geoffriau ve ark. (1997) tarafindan yiiriitiilen, genetik orijinlerine
(Kuzey Avrupa, Dogu Avrupa, Giiney Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri) ve genetik
yapilarma gore (acik tozlanan, kendilenmis, sentetik klon) ayrilan 22 sogan ¢esidinin
kullanildig1 baska bir arastirmada ise; gynogenik embriyo olusumu iizerine genotip ve
cesit etkisinin onemli oldugu, kiiltiire alinan ¢igek tomurcuklarinda embriyo verimi ve
bitki rejenerasyonunun %0-17 ve %0-11 arasinda degistigi bildirilmistir. Benzer sekilde
Bohanec ve Jakse (1999), tarafindan yapilan ve Avrupa, Kuzey Amerika ve Japonya
orijinli uzun giin sogan c¢esitlerinin kullanildig1 bir diger calismada ana bitkiler arasinda
gynogenik embriyo veriminin dikkate deger Olciide farklilik gosterdigi, ortalama

embriyo veriminin  %18,6- 22,6 arasinda degistigi ve Amerika orijinli 1slah
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materyalinin, Avrupa ve Japonya orijinli olanlara gore ortalama olarak 5 ve 9 kat daha
fazla gynogenik embriyo meydana getirme kabiliyetine sahip oldugu ortaya
cikarilmistir. Bohanec ve ark. (2001) tarafindan yapilan 39 farkli uzun giin sogan
genotipinin kullanildig1 aragtirmada da benzer sonuglara ulasilmig, soganda haploidi
meydana gelme frekansmin biiyiikk oranda genotipe bagl oldugunu ve haploid bitki
oraninin %0 ile %22,6 arasinda (ortalama %4,16) degistigi belirlenmistir. Farkli
Ispanyol sogan ¢esitlerinin gynogenezise yatkinhiginin arastirldigi ve Fayos ve ark.
(2015) tarafindan yiriitiillen calismada da kullanilan sogan ¢esitlerinin embriyo
meydana getirme kabiliyetlerinin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir. Cesitler
arasinda Recas ¢esidinin %2,09’luk oranla en yiiksek degere sahip oldugu, buna karsin

Fuentes de Ebro ¢esidinde ise bu oranin %0,53 oldugu bildirilmistir.

Kallustan ve dogrudan siirgiin olusumu yoluyla meydana gelen toplam 39 bitkicik
bliylime ortamimna (EM) transfer edilmistir. Bu ortamda 13 numarali genotipe
(Siverek/Sanliurfa 2) ait sadece 2 bitki yasatilabilmistir. In vitro’da yasamini siirdiiren
ve 3-4 yapraga sahip bitkilerden alinan 6rneklerde flow sitometri yardimiyla ploidi
seviyesi belirlenmis ve direkt siirgiin gelisimi yoluyla elde edilen bitkilerden birinin

haploid, digerinin ise diploid oldugu tespit edilmistir.

Aragtirma swrasinda eksplantlarda camsilasma, enfeksiyonlar ve gelismeyen
tomurcuklardan dolay1r kayiplar yasannmustir. On kiiltiir ortammnda kiiltiire alinan
tomurcuklarda yukarida belirtilen nedenlerle meydana gelen kayiplar genotipler
arasinda da farklilik gostermistir. En fazla camsilasma oranina (%53,80) 7 numarali
genotipin sahip oldugu, bunu sirasiyla % 48,87 ile 10 numarali genotipin ve % 36,87 ile
9 numarali genotipin izledigi tespit edilmistir. En diisiikk camsilagsma oranina ise %8,87
orani ile Genotip 1 sahip olmustur. Besin ortamindaki yiiksek karbonhidrat, oksin ve
sitokinin miktarmin camsilasmaya neden oldugu farkli arastiricilar tarafindan
bildirmistir (Paques ve Boxus 1987; Ziv 1991). Nitekim Yarali (2014) tarafindan
yapilan ¢alismada da ortam bilesimlerinin camsilagsma iizerine etkili oldugu, kiiltiire
alinan tomurcuk ve yumurtaliklardaki camsilagsma oranmnin ortamdaki oksin, sitokinin
miktarindan etkilendigi ve oksin, sitokinin kullanilmayan ortamlarla karsilastirildiginda,

oksin, sitokinin dozunun artmasiyla camsilasma oranimnin da arttig1 tespit edilmistir.
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On kiiltiir ortaminda meydana gelen kayiplarm cogu gelismeyen eksplantlar nedeniyle
ortaya cikmustir. On kiiltiir ortaminda gelismeyen eksplantlarm genotiplere gére
dagilimi incelendiginde, 8 numarali genotipin %64,44 orani ile en yiiksek gelismeyen
eksplant oranma sahip oldugu tespit edilirken, en az gelismeyen eksplant oranina sahip

genotip ise %14,67 orant ile 10 numarali genotip olarak belirlenmistir.

Yapilan bu ¢alismada, Tiirkiye’de yetistirilen bazi yerel sogan genotiplerinin haploidiye
yatkinliginin tespiti ve timitvar goOriilen genotiplerin soganda yapilacak 1slah
calismalarinda kullanilmasi i¢in referans bitki adaylarinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Arastirmada kallus olusumu, kalluslarin bitkiye doniisiimii ve eksplantlardan dogrudan
bitki gelisimi iizerine genotip etkisi onemli bulunmustur. Caligmada kalluslardan ve
dogrudan bitki gelisimi yoluyla 39 adet bitki elde edilmistir. Yapilan ploidi analizleri
sonucu Sanlwrfa ili Siverek ilgesinden temin edilen 13 numarali genotipten elde edilen
bir adet bitkinin haploid oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla hem eksplantlarda kallus
olusumu hem de dogrudan bitki meydana getirme kabiliyetlerinin yliksek oldugu tespit
edilen 12, 13 ve 5 numarali genotiplerin diger genotiplerle kiyaslandiginda, sogan 1slahi
calismalarinda haploid bitki elde edilmesi agisindan daha basarili sonuclar verebilecegi

diistiniilmektedir.
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