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Bu tezde Tunceli ilinin belirli bolgelerinde, 6zellikle Munzur (Mercan) Daglari
eteklerinde yer alan Tunceli’nin Ovacik ve Piiliimiir il¢elerinde yaygin olarak
yetisen, endemik bir bitki tird olan Allium tuncelianum’da in vitro kaltar
olusturulmasi ve rejenerantlarin karakterize edilmesi arastirilmistir. Calismada,
Tunceli Pertek’ten (tarla kosullarinda yetistirilen: AT) ve Pulimir’den (dogal
olarak dagda yetisen: ATP) temin edilen A. tuncelianum’a ait iki hat kullanilmstir.
Besi yeri olarak BDS (Ao, Aso, A7s, A1o0, Ado, Adso, Adioo) ve MS (F, F2, F3, F4,
F6, F7, F9, F10, F11, F12, F13, F14) temelli farkli konsantrasyonlarda seker (0, 25,
50, 75, 100 g) ve bitki biiylime hormonlar1 iceren (2,4-D, NAA, BAP ve 2iP) 19
cesit besi yeri kullanilmistir. Bu ¢alismada 18.414 tanesi agmamis 20.064 cicek
tomurcugu kiiltiire almmistir. ki hat igin kullanilan 19 ¢esit besi yerinin alt:
tanesine (Azoo, Adso, Adioo, F4, F9 ve F14) ekilen tomurcuklar ginogenesise, dokuz
tanesine (Aso, A7s, A1oo, F6, F7, F9, F11, F12, F14) ekilen tomurcuklar somatik
sirgun gelisimine cevap vermistir. Kullanilan besi yerlerine ekilen toplam
tomurcuklardan alinan ginogenik ve somatik cevaplar sirasi ile % 0,08 ve % 1,29
dur. Denemelerde elde edilen sonugclar, A. tuncelianum’un ginogenik uyartimi igin
tomurcuklarin en iyi cevap verdigi besi yerinin bitki biiyime hormonlar1 icermeyen
ve 50 g/l sukroz iceren BDS temelli Adsobesi yeri (% 0,44) oldugunu gostermistir.
Somatik stirguin gelisimi igin en iyi cevap veren tomurcuklarin oldugu besi yeri ise
2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 50 g/l sukroz iceren Aso besi yeri (% 4,44) olarak
belirlenmistir. A. tuncelianum’da ginogenesis igin bitki biiyiime hormonlarinin
varligina bagh olmaksizin yiksek konsantrasyonlarda sukroz (50 g/l ve uzeri)
bulunduran besi yerlerinin daha etkili oldugu belirlenmistir.

Elde edilen ginogenik bitkilerin alt1 tanesi ve somatik bitkilerin alt1 tanesi flow
sitometri ile analiz edilmistir. Ginogenik bitkilerin bir tanesinin (% 16,66) haploid,
dort tanesinin (% 66,66) diploid ve bir tanesinin (% 16,66) miksoploid oldugu tespit
edilmistir. Somatik bitkilerin tamaminin diploid oldugu bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Allium tuncelianum, ginogenesis, in vitro



ABSTRACT

ESTABLISMENT OFIN VITRO CULTUR OF ALLIUM TUNCELIANUM
AND CHARACTERIZATION OF REGENERANTS
MSC THESIS
ZEYNEP ERGUN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR. FEVZIYE CELEBI TOPRAK)

DENIZLI, 2019

In this thesis, making in vitro culture and characterizing regenrants in Allium
tuncelianum which is common in Ovacik and Piiliimiir districts of Tunceli, which
is located in the foothills of Munzur (Mercan Mountains) in certain regions of
Tunceli province, was investigated. Two lines of A. tuncelianum were obtained
from Tunceli Pertek grown under field conditions (AT) and obtained from Pulimr
naturally grown on mountain (ATP). MS (F, F2, F3, F4, F6, F7, F9, F10, F11, F12,
F13 and F14) and BDS (Ao, Aso, Azs, A1oo, Ado, Adso and Adigo) based 19 media
containing different concentrations of sucrose (0, 25, 50, 75, 100 g) and plant
growth regulators (2,4-D, NAA, BAP and 2IP) were used. In this study,
approximately 20 thousand unopened flower buds were cultured. Gynogenic buds
planted in six (Ao, Adso, Adioo, F4, F9 and F14) of 19 types of medium and
somatic stimulation of buds planted in nine (Aso, A7s, A1oo, F6, F7, F9, F11, F12,
F14) of 19 types of media has responded. The gynogenic responses and somatic
responses obtained from the total buds planted in the medium used were 0.08 %
and 1.29 %, respectively. The results showed that the best responsive media for
gynogenesis induction forA. tuncelianum was BDS-based (A4so) medium
containing 50 g / | sucrose and no plant growth regulator. Aso medium (4.44 %)
containing 2 mg/l 2,4-D + 2 mg/I BAP and 50 g/ | sucrose was found to be the best
responding bud for somatic embryogenesis. In A. tuncelianum, it was found that
ginogenesis was more effective in the presence of high concentrations of sucrose
(50 g/ 1 and above) regardless of the presence of plant growth hormones. Six of the
obtained gynogenic plants and six of the somatic plants were analyzed by flow
cytometry. One (16.66 %) of the gynogenic plants were haploid, four (66.66 %)
were diploid and one (16.66 %) were mixoploid. All somatic plants were diploid.

KEYWORDS: Allium tuncelianum, gynogenesis, in vitro
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1. GIRIS

Bilimsel ¢aligsmalarin katkilariyla artan saglik hizmetleri, gerek yenidogan
Oliimlerini azaltarak gerekse yasam siiremizi uzatarak diinya niifusu artigina katki
sunmaktadir. Artan niifusun ev ve igyeri ihtiyaglarmi karsilamak i¢in kullanilan
tarim arazileri, niifus artigina paralel olarak artan yiyecek ihtiyacini karsilayacak
tarim arazilerinin daralmasia neden olmustur. Daralan tarim arazilerinden artan
besin ihtiyacini karsilama c¢abalari modern 1slahin dogusuna katki sunmustur. Her
gecen gun modern 1slaha duyulan ihtiya¢ artmaktadir. Ayrica ¢agimizin vebasi
kanserden korunmak igin antikanserojen madde icerigi fazla olan bitkilerin eldesi
ve ¢ogaltilmasi ayri bir 6nem tagimaktadir. Bu bitkilerin elde edilmesi ve

cogaltilmasi da modern 1slah yontemlerinin 6nemini artirmaktadir.

Bitki 1slahi, bir bitki tlrtinde istenilen 6zelliklere sahip yeni bitki cesitleri
elde etmek icin insan eliyle uygulanan melezleme ve seleksiyon yontemlerine
verilen genel isimdir. Yeni ve daha iyi bitki gesitlerinin ortaya konulmasi
biyoteknolojinin en belirgin ve yararl ¢iktisidir. Modern tarimsal tiretkenligin tige
katlanmasinda bitki 1slahgilarinin roliiniin fazla oldugu kabul edilmekte ve
uluslararasi diizeyde insanlik adina temel basarilar olarak degerlendirilmektedir
(Hoisington ve dig. 1999).

Bilimsel anlamda bitki islahin1 klasik ve modern islah olarak ikiye
ayirabiliriz. Klasik 1slah, melezleme ve seleksiyona dayalidir. Bu yontemde tur ici
caprazlamalar yapilip daha sonra istenilen 6zelliklere sahip bitkiler secilir. Klasik
1slah, kendileme depresyonuna sahip agik tozlanma egilimi olan, heterozigoti orani
yiiksek tlirlerde uzun yillar alabilir. Aynt zamanda bu tirlerle c¢alismalarin
yapilabilmesi, genis tarim arazileri ve fazla isgiicii gerektirdigi i¢in maliyeti daha
da yukseltir. Bu gibi 6énemli sorunlarin iistesinden gelmek igin modern 1slah

yontemleri kullanilabilir.



Kendileme depresyonuna sahip, agik tozlanma egilimi olan Allium’lar da
yuksek oranda heterozigoti gosteren bitkilerdir. Klasik 1slah yontemleriyle istenen
Ozelliklere sahip yeni cesitler elde etmek uzun yillar alabilir. Ayrica bu yontemle
tamamen homozigot hatlarin elde edilmesi neredeyse miimkiin degildir. Bu
problemlerin ¢6zimine modern 1slah yontemleri ¢are olabilir. Biyoteknolojik
yontemlerin de kullanildigr modern 1slah yontemleri; mutasyon islahi, protoplast

flizyonu, haploidizasyon ve transformasyondur.

1.1 Allium’larin Genel Ozellikleri

Kuzey yarim kiirede yayilis gosteren Allium L. cinsinin Tarkiye’nin dahil
oldugu Giineybat1 ve Orta Asya’da daha genis yayilis gosteritken, Kuzey
Amerika’da daha dar yayilis gosterdigi saptanmustir. Allium cinsinin 880” den fazla
tdr icermesi onu tiir ¢esitliligi bakimindan en zengin cinslerden biri yapmaktadir.
Turkiye, Allium cinsinin genis yayilis gosterdigi alanlar arasinda 175 tiirle (188
takson) dunyada 6énemli bir yere sahiptir ve bu tiirlerin yaklasik % 40’1 endemiktir
(Eksi ve dig. 2012).

Allium cinsi igerisinde yer alan turler, ¢cok yillik otsu bitkilerdir. Soganlar1
zarli yapidadir. Toprak alti kisimlarimi bas ve kokler olustururken toprak usti
kisimlarin1 yapraklar, ¢icekler, stamenler ve brakteler olusturmaktadir. Cigekleri
sapin u¢ kisminda semsiye seklindedir. Ovaryum ii¢ bélmeli yapiya sahiptir ve her
bir bdlme iki ya da ii¢ ovul igerir. Kdseli veya yuvarlak yapiya sahip tohumlari

siyah renktedir (Fritsch ve Friesen 2002; Kaska 2013).

Tiir ¢esitliligi bakimindan zengin olan Allium’larin kullanim alanlari
cesitlilik gosterir. Bazi tiirleri gida sektoriinde, saglik sektoriinde (tibbi ve aromatik
bitkiler) ve peyzaj mimarisinde sis bitkisi olarak da kullanilmakta olan ekonomik
acidan oldukca O6nemli bir cinstir. Gida sektoriinde sebze ve baharat olarakta
kullanilmakta olup en yaygin yenilebilir Allium tiirleri arasinda A. cepa (bas sogan),
A. ampeloprasum (pirasa), A. sativum (sarimsak) ve A. schoenoprasum (gayir

sogani) yer almaktadir (Nguyen ve dig. 2008).



1.2 Allium tuncelianum

Allium tuncelianum, Flora of Turkey and East Aegean Island’ da A.
macrochaetum Boiss. & Hausskn alt tir tuncelianum Kollmann olarak yer
almaktadir. Endemik bir tir olan A. tuncelianum Ozhatay, Mathew & Siraneci

tarafindan 1995 yilinda tiir diizeyine ¢ikarilmistir (Eksi ve dig. 2012).

Tunceli ¢evresinde yetisen yaklasik 14 Allium tirinden sadece A.
tuncelianum sarimsak 6zelliklerine sahiptir. A.tuncelianum’un yapisinda bulunan
etken maddeler (alliin, allisin), A. sativum’a (kiiltiir sarimsag1) benzemekle beraber
kendine has kokusu ve tadr vardir (Tablo 1, Sekil 1). Dogada kendiliginden yetisen
A. tuncelianum, yore halki tarafindan sarimsagin (A. sativum) yerine kullanilmak
Uzere ev i¢i kullanim ve ticari amagla toplanan bitkiler arasinda yer almaktadir (Eksi
ve dig. 2012).

Tek dis olmasi, kendine has kokusu (A. sativum’a oranla daha az keskin),
kendine has tad1, antikanserojen igeriginin A. sativum’a oranla fazla olmasi (Takim
2015) gibi bazi sebepler A. tuncelianum’a talebi artirmistir. A. tuncelianum,
Tunceli’nin yanisira Ankara, Istanbul gibi biiyiik sehirlerde pazarlanmakta ve belli
miktarlarda yurt dis1 ihracati da yapilmaktadir. Yo6re halki tarafindan Onceleri
genellikle evde kullanim amaciyla az miktarlarda toplanirken bugiin talep artisina
baglt olarak toplanma miktar1 da artmistir. Bilingsizce yapilan toplama islemi
endemik olan bu tiirii tehlike altina atmaktadir. Bu nedenle bdlgede baslatilmis yore
halkinin toplayict durumdan Uretime gegisini saglayan tarla ekimleri (tohumdan)
desteklenmelidir. Diger sarimsak tiirlerinin aksine tohumdan eseyli olarak
uretilebilen bir tiir olmast ayrica énemini artirmaktadir. Eseyli tireme, tlr ici
cesitliligi artirarak gerek dogal gerekse yapay seleksiyonla istenen 0zelliklere sahip
genotiplere ulagmamizin 6niinii agmaktadir. Ayrica bazi viriisler tohum araciligi ile
tasinmadigindan temiz materyal ile ¢alismaya olanak saglar (Kritzman ve dig.
2001). Modern 1slah yontemleri kullanilarak gerek yoreye gerek yorenin disindaki
bolgelere uyumlu genotiplerde A. tuncelianum’larin gelistirilmesi ve ¢ogaltilmasi

Uzerine yapillan ¢alismalar artirilmalidir.

A.tuncelianum ile ilgili daha 6nce yapilan ginogenesis ¢alismalar1 da bu

calismada elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir. Kaska (2013) A.
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tuncelianum ile birinci yil yaptigi calismada BDS ve MS temelli bitki biiyiime
hormonlar1 ve 30 g/l ve iizeri sukroz igeren besi yerlerinde kiiltiire aldiklar1 2.760
adet tomurcuktan, 24 adet (% 0,86) somatik kallus elde ederken somatik bitkicik,
bitki ve ginogenik embriyo elde edememistir. Bu somatik kalluslardan dokuz
tanesini (% 0,78) BDSA, iki tanesini (% 0,74) MSB ve 13 tanesini (% 8,66) BDSC
besi yerlerinden elde edilmistir. Ikinci y1l yaptig1 ¢aligmada BDS, MS ve B5 temelli
bitki biiylime hormonlar1 ve 30 g/l ve tizeri sukroz iceren besi yerlerinde kultiire
aldiklar1 3.110 adet tomurcuktan, 55 adet (% 1,76) somatik kallus elde ederken
somatik bitkicik ve bitki elde edememistir. Somatik kalluslarin 32 tanesini (% 2,99)
BDSA, bir tanesini (% 0,25) MSB ve 22 tanesini (% 2,35) B5B besi yerlerinden
elde etmistir. Bitki bliyiime hormonlart ve 100 g/l sukroz igeren besi yerlerinde
kiiltiire aldiklar1 tomurcuklardan {i¢ tane (% 0,09) ginogenik embriyo elde etmistir.
Ginogenik embriyolardan bir tanesini BDSA, iki tanesini ise MSD besi yerlerinden

elde etmistir.

Tablo 1: Allium tuncelianum’un morfolojik 6zellikleri (Eksi ve dig. 2012)

Sogan 1,5-3,5cm g¢apinda, dis tunika kahverengimsi-Kirli
sarimsi, derimsi, i¢ tunika sarimsi beyaz, zarimsi;
sogancik 2-3, ovoid, akuminat, a¢ik turuncu-kahverengi,

sapsiz.

Govde 90-125cm, yaprak kinlar1 gévdenin 1/3-1/2 sine kadar.

Yaprak 3-7, 40-50x1-2 cm, yaprak kim diizgiin

Spata 1 valvl;,10-20 cm, tabanda ovat, uca dogru aniden
daralan, 8-18 cm boyunda, pembe-mor kirli sarimsi,
diisiicii.

Umbel Farkl1 uzunlukta, ince ve diizgiin ylizeyli; brakteoller az
sayida.

Perigon Kampanulat: tepaller kirli pembe ya da beyazimsi pembe,

orta damar belirgin koyu, dis tepaller 2,5-3,5x1 mm,
oblong-ovat, i¢ tepaller 2,5-3x1 mm, oblong-ovat, ug
kisimlar obtus-rotundat.

Stamenler Perigondan bariz uzun, flamentler ¢iplak, dis
halkadakiler basit, dar Gggenimsi, 3,5-4,5 mm; i¢
halkadakiler 3 parcali (trikuspidat), lateral kuspisler orta
kuspisin 2-3 kati, anterler oblong-ovat morumsu pembe.

Kapsiil Kiremsi, 4-6mm ¢apinda; tohumlar siyah 1,5-2x2,5-3,5
mm

Kromozom sayist 2n=16

Ciceklenme zamani Temmuz-Agustos

Habitat Tasli-gakull1 araziler, kalkerli topraklar, 1500-2000m

Yayilis Dogu Anadolu’da (Tunceli, Sivas ve Erzincan gevreleri)




Sekil 1: Allium tuncelianum’un kuru (sol) ve canli 6rnekten ¢izimleri (sag) (Eksi ve dig. 2012)

1.3 Haploidizasyon

Gametlerinde (esey hiicrelerinde) bulunan kromozom sayisi, somatik
hiicrelerindeki kromozom sayisina esit olan bitkilere haploid bitkiler denir. Haploid
bitkiler, allelerden yalniz birini tasidiklarindan ¢ekinik mutasyonlarin agiga
cikarilmasmma olanak tanimakla kalmayip kromozom  katlanmalariyla
(dihaploidizasyon) % 100 homozigot hatlar elde edilmesini de saglar. Cesitli
metodlar araciligiyla bir tiirlin somatik hiicrelerindeki kromozom sayisinin yarisina
(n) sahip olan gametik hiicreleri kullanilarak gametik kromozom sayisina sahip
bitkilerin eldesine haploidizasyon denir.



Yabanci dollenen tiirlerde heterozigoti oran1 ¢ok yiiksektir. Bu tirlerde
homozigot hatlarin elde edilmesi igin 10-12 generasyon boyunca kendilemeler
yapmak gerekmektedir. Kendine ddllenen tiirlerde bile homozigot hatlarin elde
edilmesi icin 5-7 generasyon kendileme islemine gereksinim duyulmaktadir.
Haploid bitkilerin kullanilmasiin en 6nemli avantaji tam bir homozigotiyi gok
daha kisa siirede elde etme olanagi sunmasidir. Dihaploidizasyon yontemi ile
homozigot hatlara bir generasyonda ulasmak miimkiindir. Gunimizde
dihaploidizasyon yonteminin 1slah programlarinda kullanilmasi arpa, bugday,
mustr, ¢eltik, kolza, biber, patlican, kavun, hiyar, gerbera gibi bir¢ok bitki tiiriinde
basartyla uygulanmaktadir. Dihaploidler sitolojik, fizyolojik ve genetik agidan
onemli deneysel materyallerdir (Babaoglu ve dig. 2002).

Bazi bitki tiirlerinde c¢esitli dogal yollarla kendiliginden haploid bitkiler
olusabilmektedir. Haploid bitkilerin dogada kendiliginden ortaya ¢ikma sikligi
tiirlere ve tiir i¢i genotiplere bagl olarak degismekle beraber genellikle cok diisiik
orandadir. Bir¢ok tiirde ise dogal haploid olusumuna hi¢ rastlanmamaktadir
(Pocardve Dumas de Vaulx 1971). Dogada haploidlerin olusum yollar1 ginogenesis,
androgenesis, semigami, poliembriyoni ve kromozom eliminasyonu olarak bes ana

grupta toplanabilir (Babaoglu ve dig. 2002).

Islah programlarinda kullanilacak sayida ve diizende dogal haploitlerin
bulunmamasi bitki 1slahgilarini uyartilmis haploidizasyona yoneltmistir. Uyartilmis
haploidizasyon igin giiniimiizde kullanilan en etkin ve verimli yontemler, in vitro
ortamda erkek ve disi gametlerin baslangic materyali olarak kullanildigi

androgenesis ve ginogenesisdir.

1.3.1 Androgenesis

Androgenesis, igerisinde olgunlasmamis polenleri (mikrosporlari)
bulunduran anterlerin tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin
ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid
embriyolar elde edilmesine verilen isimdir. Bu yontemle gametik gelisme yonii

normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya doniisecek olan polen tanesi heniliz tek



cekirdekli donemdeyken somatik gelisme yoniine dogru cevrilmekte ve boylece

haploid bitkiler elde edilmektedir (Babaoglu ve dig. 2002).

I1k olarak Tulecke, 1953 yilinda Ginkgo bloba bitkisine ait olgun polenlerin
kiiltiir ~ kosullarinda haploid kallus olusturmak iizere uyarilabilecegini
gdzlemlemistir. ilk 6nemli gelismeyi ise 1964 yilinda Datura innoxia bitkisinin
kiiltiire aliman anterlerinde mikrosporlardan haploid embriyo olusumunu Guha ve
Maheshwari (1966) saglamistir. Sonraki yillarda bir¢ok bitki tiiriinde erkek gamet
temelli embriyogenez ¢alismalari yapilmistir (Forster ve dig. 2007).

1.3.2 Ginogenesis

Bir diger haploidizasyon yontemi olan ginogenesis, dollenmemis yumurta
(ovil) ya da yumurtaligin (ovaryum) hiicrelerinin kiiltiire alinmasiyla haploid
embriyo ve bitki olusturma stirecine denir (Babaoglu ve dig. 2002). Androgenesis
yontemi ile haploid bitki elde edilemeyen bitki turlerinde alternatif bir yontem
olarak kullanilabilir (Atanassov ve dig. 1995). Disi gametten haploid bitki elde etme
caligmalar1 hiyarda spontan partenogenetik haploid bitki elde edilmesine yonelik
caligmalarla 1950’11 yillarin sonunda baslamistir (Aalders 1958). 1980°1i yillarda
ovul ve ovaryum kiltiirlerine olan ilgi artmis ve A. cepa (ovil), A. porrum
(ovaryum), Beta vulgaris (ovil), Cucumis melo (ovil), Cucurbita pepo (oval),
Gerbera jamesonii (ovil), Heliantbus annuus (ovaryum), Hordeum vulgare
(ovaryum), Lilium davidii (ovaryum), Nicotiana rustika (ovaryum), N. Tabacum
(ovaryum), Oryza sativa (ovaryum), Petunia axillaris (ovdl), Triticum aestivum
(ovaryum), Zea mays (ovaryum) gibi degisik familyalardan birgok bitki tirtinde

haploid embriyo uyartimina yonelik ¢calismalar yapilmistir (Babaoglu ve dig. 2002).

Ginogenesis uyartimi sonucu bitki elde edilmesini etkileyen bircok faktor
vardir. Bu faktorler arasinda donér bitkinin genotipi, dondr bitkinin yetisme
kosullari, kiiltiir ortami, bitki biiyiime hormonlar1, ovillerin gelisim asamasi ve
cicek tomurcuklarina uygulanan soguk soklari en etkili olanlarindandir (Babaoglu
ve dig. 2002).



Dondr bitkinin genotipi ve biiyiime kosullari, ginogenesise cevap verme
oranin1 Yakindan etkilemektedir. Cok sayida bitki tiirlinde yapilan oviil-ovaryum
kalturlerinde genotiplere bagli olarak haploid bitki olusum oranlarinin da degistigi
bilinmektedir (Truong-Andre ve Demarly 1983; Keller 1990; Ozzambak 1992).
Gioffriau ve dig. (1997) soganda genotip ile ginogenesis arasinda bir bag oldugunu
gostermislerdir. F1 hibritleri ve yakin akraba melezlemesi sonucu elde edilen donér
bitkilerden, a¢ik tozlanan dondr bitkilere gére daha yiiksek oranda haploid bitki
elde edildigini ifade etmistir. Bu sonu¢ yapilan baska arastirmalarla da
desteklenmistir (Alan 2004). Sar1 ve dig. (1992) kavunda 1sinlanmis polen teknigi
ile yaptiklar1 calismada C. melo var. inodorus kavunlarindan C. melo var.
cantalupensis kavunlarina goére daha yiiksek oranda haploid embriyolar elde
etmistir. Bir baska calismada da Shalaby (2006, 2007) kabakta anter kiiltiirtinln
cevap verdigi besi yeri igerigini kullanarak hazirladigi ovaryum kiiltiirinden cevap
alamamistir. Ayni sartlar altinda kiiltiire alinan N. tobacum ovaryumlarimin N.
rustica’ya ait olan ovaryumlardan yaklasik 10 kat daha fazla embriyo olusturdugu
tespit edilmistir (Wu ve Chen 1982). Yapilan bir¢ok ¢alismada bitki tiirtiniin
ginogenesise ve androgenesise cevabi etkiledigi gozlemlenmistir. Tum bu
caligmalarin sonuglari g6z Onine alindiginda donér bitki genotipi ginogenesis

uyartim basarisinda oldukca etkilidir.

Kiltur ortaminin, icerigi ginogenesis uyartiminda basariy: etkilemektedir.
Bitki tiirlerinde ginogenesis uyartimini saglayacak tek bir besi yeri prosediirii
bulunmamaktadir. Farkli bitkilerde ginogenesis uyartimini saglayacak besi yeri
icerikleri farklilik gosterebilir. Azot kaynagi, bitki biiylime hormonlarinin oranlari
ve kombinasyonlari, karbonhidrat kaynagi veya konsantrasyonu degistirilerek
modifiye besi yerleri elde edilmektedir (Chen ve dig. 2011). Bugdayda ovaryum
kalturd yaparken % 6 oraninda sukroz konsantrasyonu etkili iken misirda bu oran
% 12’dir (Truong-Andre and Demarly 1984; Mukhambetzhanov 1992). Ayni tiir
icinde dahi farkli sukroz konsantrasyonlar1 tomurcuklarin cevap verme oranini
etkilemektedir. Alan ve dig. (2016a) pirasada yaptiklari ¢alismada en iyi cevaplari,
kullandiklar1 12 farkli besi yerinden sukroz igerigi 50 g/l ya da daha yliksek oranda
olan kultirlerdeki tomurcuklardan elde etmistir. Aminoasit ve vitaminler de bazi
bitkilerde ginogenesis uyartim oranini artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Prolin

ve glisin kullaniminin dut bitkisinde embriyo olusumunu olumlu yonde etkiledigi
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ifade edilmistir (Thomas ve dig. 1999). Bitki biiylime diizenleyicilerinin ¢esidi ve
konsantrasyonu da birgok bitki tiiriinde disi gametten embriyo gelisimine katki
saglamaktadir. Kielkowska and Adamus (2010), dollenmemis havug oviiliini
kllture aldiklarinda, indol-3-asetik asit (IAA) iceren kiiltiirlerde embriyo olusumu
tetiklenirken (% 0,63); 2,4-D ve BAP igeren kiiltiirlerde kallus olusumu
tetiklenmistir (% 1,34). Giirel ve dig. (2000), besin ortamina aktif komiir ilavesi,
embriyo olusumunu artirirken glimiis nitrat ilavesinin embriyo olusumunu
azalttigini ya da tamamen durdurdugunu belirlemistir. Tiim bu bulgular besi yeri
iceriginin ginogenesis uyartiminda ve rejenerasyonda énemli rollerinin oldugunu

gostermektedir.

Ovil-ovaryum kiltiirlerinden basar1 eldesinde dikkat edilmesi gereken
onemli faktorlerden bir digeri ise ovaryumlarin alindigi ¢igegin biiytkligii yani
ovaryumlarin fizyolojik olarak i¢inde bulundugu gelisme donemidir. Ovaryum
gelisme donemini pratik olarak belirlemenin en etkili yolu, ayni c¢icegin
anterlerindeki mikrospor gelisim doneminin izlenmesidir. Arpada yapilan bir
calismada antesisten dnceki donemde polenlerin bir, iki ya da ¢ ¢ekirdekli oldugu
donemde ayn1 ¢igegin ovaryumlar kiiltiire alinmis ve haploid emriyo olusumu igin
en uygun doénemin iki ya da ¢ cekirdekli polenlere sahip ciceklerden izole edilen
ovaryumlardan geldigi belirlenmistir (San Noeum 1976). Buna karsilik bugday ve
titlinde ayni c¢icegin polenlerinin tek ¢ekirdekli oldugu donemde alinan
ovaryumlarin haploid bitkiler olusturdugu belirlenmistir (Zhu ve dig. 1979).
Oviillerin gelisim doneminin cevap verme oranina etkisi bir bitki tlriinden diger
bitki turiine gore degismekle birlikte, genel olarak ele alindiginda en iyi sonuglarin
olgunlasmis ya da olgunlagsmaya yakin embriyo kesesine sahip olan bitki
kiiltiirlerinden elde edilmistir (Hoseman and Bossoutrot 1983; San Noeum and
Gelebart 1986; Ge'mes-Juha’sz ve dig. 2002). Sicakligin bitki doku ve hiicre
kalturlerinde sekonder metabolit Gretimi ve birikimine etkili olduguna dair literatir

bilgileri mevcuttur (Babaoglu ve dig. 2002).



1.3.3 Allium’larda Ginogenesis

Allium’lar ¢ok yillik otsu bitkiler olup ikinci yillarinda gigeklenir. Yabanci
tozlanan bu cinse ait turlerin kendileme depresyonu goésteriyor olmalar1 klasik
yontemlerle 1slah siirelerini uzatmaktadir. Bu sorunu asmak igin giinimuzde, kisa
stirede saf hatlar elde etmeyi saglayan ginogenesis yonteminden faydalanilmaktadir

(Bohanec ve Jakse 1995).

Allium tlrlerindeki ilk ginogenesis uyarttmi Muren (1989) tarafindan A.
cepa’da yapilmistir. A. cepa’da daha sonraki yillarda da yine ginogenesis uyartimi
Keller (1990), Campion ve Alloni (1990), Campion ve dig. (1992) ve Bohanec ve
Jakse (1995) tarafindan denenmis ve ginogenik bitki olusumu gozlemlenmistir.
Oncelikle A. cepa’da baslayan dollenmemis yumurtadan haploid bitki eldesi daha
sonra diger Allium’larda da uygulanmaya baslanmistir. Celebi-Toprak ve dig.
(2013) A. tuberosum (gayir sogani) tiiriinde haploid bitki eldesi icin ginogenesis
uyartim yontemini kullanmis ve ginogenik eldesi saglamiglardir. Alan ve dig.
(2003) A. cepa ve A. roylei tdrlerini caprazlayarak olusturduklari bitkilerde
ginogenesis yontemini kullanmis ve haploid bitki eldesi saglamiglardir. Pirasada (A.
ampeloprasum) agmamis ¢igek tomurcuklarini farkli besi yerlerinde kulttre almis
ve haploid bitki eldesi saglamislardir (Keller ve Korzun 1996; Chen ve dig. 2011;
Kaska 2013; Alan ve dig. 2016a; Akgiin 2018).

A. tuncelianum ile ilgili kapsamli bir ginogenesis Galismasi
bulunmamaktadir (Kaska 2013). Yapilan bu ¢alisma nesli tilkenme tehlikesi tagiyan

endemik bir bitki tr( olan A. tuncelianum’un 1slahi i¢in ayr1 bir 6neme sahiptir.

14 Allium tuncelianum’da Ploidi Seviyesinin Tespiti

Ginogenesis ve somatik uyartim sonucu elde edilen bitkilerin karakterize
edilirken in vitro’dan in vivo’ya transfer edilmeden once ploidi seviyeleri
belirlenmektedir. Ploidi seviyesi, farkli metotlar kullanilarak yapilabilir. Bitkinin
kok uclarindan 6rnekler alimip gerekli kimyasallarla hiicre bdliinmesi durdurulup
ve kromozomlar uygun boyalarla boyandiktan sonra metafaz evresindeki hicreler

mikroskop altinda tespit edilerek kromozom sayimi yapilabilir. Bu yontem oldukga
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dogru sonug¢ vermesine ragmen ¢ok zaman almakta ve her zaman kromozom
sayimina uygun hiicre bulmak zor olmaktadir (Ochatt 2008). Bunun disinda stoma
yogunlugu ve biiylkligli (Dolezel ve dig. 1994; Van Duren ve dig. 1996),
polenlerin biiyiikliigii (Zonneveld ve dig. 2001) veya hiicre biiyiikligii (Hao ve dig.
2002) bazi aragtirmacilar tarafindan kullanilmasina ragmen giivenilirli§i ¢ok
yiiksek degildir. Niikleer DNA miktar1 ve ploidi seviyesi arasinda bir iligki vardir.
Bu ylzden bitkinin ploidi seviyesinin tespiti yapilirken flow sitometri kullanmak

giivenilir ve hizli sonuglar verir (Ramulu ve Dijkhuis 1986; De Laat ve dig. 1986).

Bu tezin amaci, Tirkiye’'nin endemik tiirlerinden biri olan A.
tuncelianum’un biyoteknolojik yontemler kullanilarak ginogenesis ve somatik
uyartim metodlar1 ile kisa siirede 1slah edebilmek i¢in in vitro yoéntemlerin

gelistirilmesi ve regenerantlarin karakterize edilmesidir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Bitki Materyali

Bu ¢aligmada, Tunceli’nin Pertek ve Pulimdar ilgelerinde endemik bir bitki
tird olarak yayilis gosteren Allium tuncelianum’un iki hatti kullanilmigtir. Tunceli
Pertek’ten gelen tarla kosullarinda yetistirilmis hat AT olarak, Pulimar’den gelen

dogal olarak dagda yetismis hat ise ATP olarak kodlanmustir.

2.2 A.tuncelianum Tomurcuklarinin Eldesi ve Yiizey Sterilizasyonu

Her bir genotipe ait tomurcuklar makas yardimi ile Kkesilip, kesilen
tomurcuklar genotiplerine gore ayri ayrt metal siizgeclere alinmigtir. Metal
stizgecler icerisindeki tomurcuklar oncelikle % 70’lik etil alkolde 30 saniye
bekletildikten hemen sonra % 20’lik klorak (¢amasir suyu) + % 0,1’lik Tween 20 +
distile su iceren sterilizasyon sollisyonu icerisinde arada karistirilarak 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra steril kabin igine alinan sterilizasyon sollisyonu
icerisindeki metal stzgeclerin bulundugu kaplardaki sollisyon bosaltilmistir.
Sterilizasyon solusyonu bosaltilan tomurcuklar, 10’ar dakikalik periyotlarla art arda
uc kere steril su ile yikanmigtir. Daha sonra tomurcuklar steril kabin igerisinden
cikarilmadan steril kurutma kagitlarinin iizerine yayilarak kurutulmustur. Kuruyan
tomurcuklar, steril kabinde besi yeri bulunduran 90x15 mm’lik Petri kaplarina
ekilmistir (Sekil 2A-G).

2.3 A. tuncelianum’un Ginogenik ve Somatik Uyartim I¢in Kullanilan

Besi Yerlerinin icerikleri

Bu ¢alismada temel besi yeri olarak BDS (Dunstan ve Short 1977) ve MS
(Murashige ve Skoog 1962) kullanilmistir. BDS ve MS temelli besi yerleri, bitki
biiyiime hormonlar1 ve sukroz eklenerek modifiye edilmistir (Bohanec ve Jakse
1999; Alan ve dig. 2004) (Tablo 2). Farkli miktarlarda sukroz (0, 25, 50, 75, 100

) ile farkli oran ve kombinasyonlarda bitki biiyiime hormonlari olan oksin (2,4-D,
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NAA ) ve sitokinin (BAP ve 2iP) eklenerek modifiye edilmis; BDS (Ao, Aso, Ars,
Au1oo, Ado, Adso ve Adioo) ve MS (F, F2, F3, F4, F6, F7, F9, F10, F11, F12, F13 ve
F14) temelli toplam 19 farkli besi yeri hazirlanmistir (Tablo 2). Besi yerleri
hazirlanirken sivi stok ¢ozeltiler kullanilmis olup sukroz ilavesi de besi yeri
hazirlanirken yapilmistir. Besi yerleri, Sodyum hidroksit (NaOH) ve Hidroklorik
asit (HCI) kullanilarak uygun pH derecelerine getirilmistir. Bu pH degerleri MS
i¢cin 5,8 ve BDS i¢in 6°dir. Bu besi yerleri uygun pH’a ulastiktan sonra katilastirici
olarak agar eklenmistir. Hazirlanan besi yerleri sterilizasyon icin otoklavda 121 °C
sicaklikta ve 1 atmosfer basingta 20 dakika boyunca bekletilmistir. Sterilizasyonu
tamamlanan besi yerleri 60-70 °C sicaklikta iken steril kabinde 90x15 mm’lik Petri

kaplarina yaklasik 30 ml dokiilerek sogumaya birakilmistir.

2.4 A. tuncelianum Tomurcuklarimin Kiiltiire Alinmasi

Steril kabinde yiizey sterilizasyonu tamamlandiktan sonra kurutulan
tomurcuklar boyutlarina gore agmis cicek, blylk, orta ve kugik ebatta olarak
ayrilmistir (Sekil 2E-F). igerikleri farkli BDS ve MS temelli besi yerleri bulunduran
90x15 mm’lik Petri kaplarina, tomurcuk boyutlarina gore ekimler yapilmistir. Her
bir Petri kabina 30 adet tomurcuk ekildikten sonra kontaminasyonu engellemek i¢in
Petri kabinin etrafi iki, ti¢ sira parafilm ile sarilmigtir. Kiiltiire alma islemi
tamamlanan tomurcuklarin kayitlari, ilerleyen ¢alismalarda kullanilmak (zere
deney defterine ve bilgisayara kaydedilmistir. TUm Kkalturler, 22 °C’de 16 saat
aydinlik ve 8 saat karanlik olan doku kiiltiiri odasina konulmus ve dizenli
araliklarla gozlemleri yapilmistir. Kiiltiire alinan her iki hatta ait tomurcuk sayisi

tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 2: A. tuncelianum uyartimi i¢in kullanilan besi yerlerinin igerikleri

Icerik

Oksin Sitokinin Karbon Katilastirici
Uyartim 2,4-D  NAA BAP 20ip Sukroz Agar (g/l)
ortami (mg/l)  (mg/l) (mafl) (mg/l) (a/h
2BDS temelli
Ao 2 - 2 - 0 7
Aso 2 - 2 - 50 7
Azs 2 - 2 - 75 7
Aioo 2 - 2 - 100 7
Ady - - - - 0 7
Adsg - - - - 50 7
Adigo - - - - 100 7
®MS temelli
F - - - - 0 8
F2 - - - - 50 8
F3 - - - - 75 8
F4 - - - - 100 8
F6 - 1 - 8 25 8
F7 - 1 - 8 50 8
F9 - 1 - 8 100 8
F10 2 - 2 - 0 8
F11 2 - 2 - 25 8
F12 2 - 2 - 50 8
F13 2 - 2 - 75 8
F14 2 - 2 - 100 8

2BDS (Dunstan ve Short 1977)
®MS (Murashige ve Skoog 1962)
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Sekil 2: A. tuncelianum bitkisine ait tomurcuklarin kiiltiire alinma agamalar

A. A. tuncelianum bitkisi (tarlada) B. Kiiltiire alinan A. tuncelianum umbelleri C.

Antesis asamasina gelmis tomurcuklar

D. Tomurcuklarin kesilmesi E.

Tomurcuklarin yiizey sterilizasyonu F. Kurutma kagidina alinmig ve ekimi
yapilmig tomurcuklar G. Tomurcuklarin besi yerine ekilmesi

Tablo 3: AT ve ATP hatlarmin farkli besi yeri gesitlerine ekilen tomurcuk sayist

Medya . Medya .
KOderl Genotip KOderl Genotip
BDS Temelli AT ATP MS Temelli AT ATP
Ao 330 660 F 540 720
F2 390 210
Aso 180 900 F3 - 390
F4 720 420
Ars - 750 F6 - 240
F7 570 -
Aioo 2.610 780 F9 1.170 -
F10 - 720
Ady 330 600 F11 210 -
F12 - 300
Adsp 420 900 F13 180 -
Adio 1404 1.680 F14 690 1.050
Toplam 5274  6.270 Toplam 4.470 4.050
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2.5 A tuncelianum Kiiltiirlerinde Yapilan Gozlemler

Doku kiiltiirii odasindaki A. tuncelianum kulturleri haftada bir kontrol
edilmistir. Kontamine olan (bakteri veya mantar ile) Petri kaplar1 doku kultrd
odas1 ve laboratuvardan uzaklastirilmistir. Olas1 kontaminasyon risklerini ortadan
kaldirilmaya yonelik olarak parafilmleri yipranan Petri kaplarina yeni parafilmler
cekilmigtir. Yaklagik ili¢ ay sonra tomurcuklar ginogenesis uyartimina cevap
vermeye baslamislardir. Es zamanli olarak somatik rejenerasyon da gozlenmistir.
Tomurcuklarin iginden rejenerasyonla olusanlar ginogenik bitkicik, tomurcuklarin

dis kismindan rejenerasyonla olusanlar ise somatik bitkicik olarak tanimlanmustir.

2.6  Ginogenik ve Somatik A. tuncelianum Bitkiciklerinin

Blayumeleri

Uyartima ginogenik veya somatik olarak cevap veren tomurcuklar
belirlenmistir (Sekil 3A, 3A’). Bu bitkiciklerin, gelisimlerini daha iyi devam
ettirebilmeleri icin BDS temelli bitki buylime hormonlarini icermeyip ve 30 g/l
sukroz bulunduran, biyime besi yeri iceren Petri kaplarina aktarilmistir (Sekil 3B,
3B’). Blylme besi yerlerinde gozlemlerine devam edilen bitkicikler, kok ve yaprak
gelisimlerini daha rahat stirdurebilmeleri icin ayn1 biiyiime besi yerini igeren tuplere
aktarilmigtir (Sekil 3C, 3C’, D). Tupler doku kiltiirii odasina alinip gézlemlerine

devam edilmistir.
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Sekil 3: A. tuncelianum’da ginogenik ve somatik cevaplar

A. Tomurcuktan gelen ginogenik bitkicik B. Blylme besi yerine aktarilan
ginogenik bitkicik C. Tipe aktarilmis ginogenik bitki A’. Tomurcuktan gelen
somatik bitkicikler B’. Buyime besi yerine aktarilan somatik bitkicikler C’-D.
Tiiplere aktarilmis somatik bitkiler

2.7 A.tuncelianum Bitkilerinin Ploidi Seviyelerinin Analizi

Belirli boyuta gelen bitkiler ploidi analizi igin hazirlanmistir. i¢ kontrol igin
Lactuca sativa (marul) kullanilmistir. Lactuca sativa‘nin DNA miktar1 5,47 pg/2C
alinmigtir (Arumuganathan ve Earle 1991). Flow sitometri analizi yapilan bitkilerin
niikleer DNA miktar1 hesaplanirken “Ornegin niikleer DNA miktar1 = (Ornek A.
tuncelianum bitkisinden ¢ikan floresan degeri/Lactuca sativa’nin floresan degeri)
X 5,47 pg” seklinde bir formiil kullanilarak analizi yapilan 6rnegin DNA miktari
ve ploidi seviyesi tespit edilmistir (Arumuganathan ve Earle 1991).

Ploidi analizi yapilacak her bir bitkiye bir numara verilmistir. Steril kabin
icinde, tuplerdeki bitkilerin yapraklarindan steril makas yardimi ile dokular
kesilmistir. Petri kaplar1 igerisine alinan dokular, zaman kaybetmeden buz tizerine

konulmustur. Ploidi analizi yapilacak bitkilerden 50 mg, i¢ kontrol olarak
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kullandigimiz Lactuca sativa’dan (marul) yaklasik 5 mg alinarak {izerine 1 ml NIB
(nuclei isolation buffer) cozeltisi eklenmistir. Hiicre ¢ekirdeginin parcalanarak
disar1 ¢ikartilmasi jilet yardimi ile saglanmigtir. Daha sonra tizerine 0,5 ml daha
NIB c¢oOzeltisi eklenerek bir filtre yardimi ile Eppendorf tiiplerinin igine
slzUlmistiir. Hazirlanan ornekler buzda bekletilmistir. Test edilmeden 0Once
orneklere 10 pl 1 mg/mlI’lik propidium iodide (P1) eklenerek vortekslenmistir.
Hazir olan 6rneklerin ploidi seviyesi ve DNA miktarlar1 flow sitometri (Beckman
Coulter Cell Lab Quanta SC Flow Cytometer) ile dl¢ulmistir (Sekil 4).

Sekil 4: A. tuncelianum bitkisinin flow sitometri ile DNA miktarinin ve ploidi seviyesinin tespiti
A. Ploidi analizi i¢in uygun seviyeye gelmis A. tuncelianum bitkisi B. NIB tampon
cOzeltisi eklenen 6rnek C. i¢ kontrol ve A. tuncelianum iceren 6rnegin hazirlanmasi
D. Filtreden gecirilen ornekler E. Ornegin PI ile boyanmasi. F. Ornegin
vortekslenmesi G. Ornegin flow sitometri cihazina yerlestirilmesi H. Analizi
yapilan 6rnege ait DNA miktarini gdsteren historam
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2.8. A. tuncelianum’da Yapilan Cahsmalar Sonucu Elde Edilen

Verilerin Istatiksel Analizi

A. tuncelianum’da ginogenik ve somatik uyartim sonucu elde edilen veriler
minitab programindan yararlanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen veriler karsilagtirillirken Tek Yonlu Varyans Analizi (ANOVA) testi
kullanilmis olup Tukey ile besi yeri kiyaslamasi da yapilmistir.
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3. BULGULAR

A. tuncelianum’un ginogenik ve somatik uyartimi ¢alismalarinda, BDS ve
MS temelli modifiye besi yerlerinde A. tuncelianum bitkisinin AT ve ATP hatlarina
ait 18.414 tanesi agmamis olmak tizere toplam 20.064 adet tomurcuk, boyutlarina
gore (agmis cicek, biiyiik, orta ve kiiciikk) ayrilarak kiiltire alinmistir. Bu
tomurcuklar kiiltiire alindiktan yaklagik ii¢ ay sonra ginogenik bitkicikler
tomurcuklarin i¢inden gelismeye baslamistir. Es zamanli olarak somatik bitkicikler

de tomurcuklarin disindan ve olusan kalluslardan rejenere olamaya baglamistir.

3.1  Ginogenesis Uyartimina Gelen Cevaplar

Ginogenesis uyartimi i¢in BDS ve MS temelli modifiye besi yerlerinde AT
ve ATP hatlarindan 18.414 tanesi agmamis olmak tiizere toplam 20.064 adet
tomurcuk kiiltiire alinmastir. Yedi tanesi BDS temelli (Ao, Aso, A7s, A0, Ado, Adsy
ve Adioo); 12 tanesi MS temelli (F, F2, F3, F4, F6, F7, F9, F10, F11, F12, F13 ve
F14) olmak iizere toplam 19 farkli besi yeri ortami denenmistir. AT ve ATP

hatlarinin besi yerlerindeki ginogenesise cevap verme oranlarina bakilmistir.

AT hattindan, BDS temelli alt1 farkli besi yerinde (Ao, Aso, A100, Ado, Adsg
ve Adig) toplam 5.274 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. AT hattina ait
tomurcuklarin A1oo (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 100 g/l sukroz) ve Ad1oo (100 g/l
sukroz) besi yerlerine ekimlerinden elde edilen verilere bakildiginda besi yerlerine
ekilen tomurcuklardan g tane (% 0,6) ginogenik bitkicik, bir tane (% 0,02)
ginogenik bitki elde edilmistir. A1oo besi yerine ekilen 2.610 tomurcuktan iki tane
(% 0,08) ginogenik bitkicik gelisirken ginogenik bitkiciklerin bitkiye doniisiimii
gerceklesmemistir. Adigo besi yerine ekilen 1.404 tomurcuktan bir tane (% 0,07)
ginogenik bitkicik, bir tane (% 0,07) ginogenik bitki elde edilmistir. Ao, Aso, Ado
ve Adsp besi yerlerine ekilen tomurcuklardan ginogenik bitkicik elde edilememistir.
AT hattinin ginogenik uyartima cevap verdigi BDS temelli besi yerlerinin, bitki
bliyiime hormonlarinin varhigmma bagli olmaksizin 100 g/l sukroz icerdigi

belirlenmistir (Tablo 4).
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AT hattindan, MS temelli sekiz farkli besi yerinde ise (F, F2, F4, F7, F9,
F11, F13 ve F14) toplam 4.470 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. AT hattina ait
tomurcuklarin F4 (100 g/l sukroz) ve F9 (1 mg/I NAA + 8 mg/1 2iP + 100 g/l sukroz)
besi yerlerine ekilen tomurcuklardan bes tane (% 0,11) ginogenik bitkicik, dort tane
(% 0,09) ginogenik bitki elde edilmistir. F4 besi yerine ekilen 720 tomurcuktan bir
tane (% 0,14) ginogenik bitkicik ve bir tane (% 0,14) ginogenik bitki elde edilmistir.
F9 besi yerine ekilen 1.170 tomurcuktan dort tane (% 0,34) ginogenik bitkicik, (¢
tane (% 0,26) ginogenik bitki elde edilmistir. F, F2, F7, F11, F13 ve F14 besi
yerlerine ekilen tomurcuklardan ginogenik bitkicik elde edilememistir. AT hattinin
ginogenik uyartima cevap verdigi MS temelli besi yerlerinin, bitki biytme
hormonlarinin varhigina bagli olmaksizin 100 g/l sukroz igerdigi belirlenmistir

(Tablo 4).

AT hattina ait tomurcuklarin BDS ve MS temelli farkli besi yerlerine
ekiminden elde edilen verilerin tamami birlikte degerlendirildiginde ise AT hatt1
i¢in kullanilan 14 farkli besi yerlerinden dordiinde (A100, Ad100, F4 ve F9) ginogenik
bitkicik, ucunde (Adio, F4 ve F9) ginogenik bitki gelismistir. AT hattina ait
tomurcuklarin ginogenik bitkicik olusturma oranlar1 % 0,07 (A4100), % 0,08 (A1o00),
% 0,14 (F4) ve % 0,34 (F9) arasinda degismekte olup ginogenik uyartima en iyi
cevabin bitki bliylime hormonlari ve 100 g/l sukroz igeren MS temelli F9 besi

yerinden geldigi belirlenmistir (Tablo 4).

AT hattina ait tomurcuklardan ginogenik bitki gelisimi ise A4100, F4 ve F9
besi yerlerinde gerceklesmistir. Bu besi yerlerindeki ginogenik bitki olusturma
oranlar1 ise % 0,07 (A4100), % 0,14 (F4) ve % 0,26 (F9) arasinda degismektedir.
Adioo besi yerinde gelisim gosteren ginogenik bitkiciklerin bitkiye doniisiim orani
% 100; F4 besi yerinde gelisim gosteren ginogenik bitkiciklerin bitkiye doniistim
orant % 100; F9 besi yerinde gelisim gdsteren ginogenik bitkiciklerin bitkiye
doniisiim orani ise % 75 olarak belirlenmistir. Ao besi yerlerinde gelisen ginogenik

bitkiciklerin bitkiye doniisiimii gergeklesmemistir (Tablo 4).

Bu calismada A. tuncelianum’un AT hattinin, ginogenik uyartima cevap
verdigi BDS ve MS temelli besi yerlerinin ginogenik uyartima etkileri arasinda

istatistiksel olarak fark bulunmamistir (Tablo 4).
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Tablo 4: AT hattinin BDS ve MS temelli besi yerlerindeki ginogenik bitkigik ve bitki olusumu

Besi Yeri Ekilen Sz\;zﬁ Ginogenik  Ginogenik

Adi Tomurcuk Bitkicik  Bitki Sayis1

Sayisi Tomurcuk Sayisi (%) (%)
Sayisi (%)

Ado 330 0(0)A 0(0)A 0(0)A
Ad4so 420 0(0)A 0(0)A 0(0)A
A4100 1.404 1(0,07) A  1(0,07)A 1(0,07)A

Ao 330 0(0)A 00)A 0(0)A

As0 180 0(0) A 0(0)A 0(0)A
A100 2.610 2(0.08) A 2(0.08) A 0(0)A
>'BDS 5.274 3(0,06) 3(0,06) 1(0,02)

F 540 0(0) A 00)A 0(0)A
F2 390 0(0)A 00)A 0(0)A
F4 720 10,14)A 1014A 1(014A
F7 570 0(0)A 00)A 0(0)A
F9 1.170 4(034)A 4(0,34)A 3(0,26)A

F11 210 0(0) A 00)A 0(0)A

F13 180 0(0)A 0(0)A 0(0)A

F14 690 0(0) A 0(0)A 0()A
>MS 4.470 5(0,11) 5(0,11) 4 (0,09)

* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P>0,05).

ATP hattindan, BDS temelli yedi farkli besi yerinde (Ao, Aso, A7s, A1oo, Ado,
Adso, Adino)
tomurcuklarin Aipo (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 100 g/l sukroz), Adso (50 g/l

sukroz) ve Adio (100 g/l sukroz) besi yerlerine ekilen tomurcuklarin ekimlerinden

toplam 6.270 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. ATP hattina ait

elde edilen verilere bakildiginda yedi tane (% 0,11) ginogenik bitkicik, iki tane (%
0,03) ginogenik bitki elde edilmistir. Aioo besi yerine ekilen 780 tomurcuktan iki
tane (% 0,26) ginogenik bitkicik gelisirken ginogenik bitkiciklerin bitkiye
doniistimii gergeklesmemistir. Adso besi yerine ekilen 900 tomurcuktan dort tane
(% 0,44) ginogenik bitkicik, iki tane (% 0,22) ginogenik bitki gelismistir. Ad1q0 besi
yerine ekilen 1.680 tomurcuktan bir tane (% 0,06) ginogenik bitkicik gelisirken
ginogenik bitkicigin bitkiye doniisiimii gergeklesmemistir. Ao, Aso, A7s Ve Adg besi
yerlerine ekilen tomurcuklardan ginogenik bitkicik elde edilememistir. ATP
hattinin ginogenik uyartima cevap verdigi BDS temelli besi yerlerinin, bitki

biiyiime hormonlarinin varligina bagli olmaksizin 50 g/l sukroz igerdigi belirlenmis

(Tablo 5).
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ATP hattindan, MS temelli sekiz farkli besi yerinde (F, F2, F3, F4, F6, F10,
F12 ve F14) toplam 4.050 adet tomurcuk kiiltiire alinmigtir. ATP hattina ait
tomurcuklarin farklt MS temelli besi yerlerine ekimlerinden elde edilen verilere
bakildiginda ise sadece F14 (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 100 g/l sukroz) besi
yerine ekilen tomurcuklardan bir tane (% 0,02) ginogenik bitkicik elde edilmistir.
F14 Dbesi yerine ekilen 1.050 tomurcuktan bir tane (% 0,09) ginogenik bitkicik
gelisirken ginogenik bitkicigin bitkiye dontlistimii gergeklesmemistir. F, F2, F3, F4,
F6, F10 ve F12 besi yerlerine ekilen tomurcuklardan ginogenik bitkicik elde
edilememistir (Tablo 5).

ATP hattina ait tomurcuklarin BDS ve MS temelli farkli besi yerlerine
ekiminden elde edilen verilerin tamamu birlikte degerlendirildiginde ise ATP hatt1
icin kullanilan 15 farkli besi yerlerinden dordinde (Aico, Adso, Adioo Ve F14)
ginogenik bitkicik, bir tanesinde (A4so) ginogenik bitki geligsmistir. ATP hattina ait
tomurcuklarin ginogenik bitkicik olusturma oranlar1 % 0,06 (A4100), % 0,09 (F14),
% 0,26 (A100) Ve % 0,44 (Adsp) arasinda degismekte olup ginogenik uyartima en iyi
cevabin bitki biiylime hormonlart bulundurmayip 50 g/l sukroz iceren BDS temelli
Adso besi yerinden geldigi belirlenmistir (Tablo 5).

ATP hattina ait tomurcuklardan ginogenik bitki gelisimi ise sadece Adsg
besi yerinde % 0,22 oraninda gerceklesmistir. A4sg besi yerinde gelisim gdsteren
ginogenik bitkiciklerin ginogenik bitkiye doniigiim oran1 % 50 olarak belirlenmistir

(Tablo 5).

Bu c¢alismada, iki hattan 18.414 agmamis tomurcugun kiiltiire alinmasi
sonucunda 16 adet (% 0,08) ginogenik bitkicik elde edilmis olup bu ginogenik
bitkiciklerin yedi tanesi (% 0,04) bitkiye dontismiistiir (Tablo 4 ve 5). Ginogenik
bitkiciklerin bitkiye doniisiim orani ise % 43,7 olarak belirlenmistir. Elde edilen
ginogenik bitkiler laboratuvarda camsilagmis olup seraya aktarilamamistir. Bu besi
yerlerinin  ginogenik uyartima etkileri arasinda istatistiksel olarak fark

bulunmamustir (Tablo 5).
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Tablo 5: ATP hattinin BDS ve MS temelli besi yerlerindeki ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

Besi Yeri Ekilen S/g\;zre Gir_log_e_nik Gino_ge_nik
Tomurcuk Bitkicik Bitki
Adi Sayisi Tomurcuk Sayis1 (%) Sayisi (%)
Sayisi (%)

Ado 600 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB
Adsp 900 4(044)A 4(044)A 2(0,22)A
Ad100 1.680 1(0,06) A 1(0,06) A 0(0)B

Ao 660 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB

As50 900 0(0) A 0(0) A 0(0)B

Azs 750 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB
A100 780 2(0,26) A 2(0,26) A 0(0) A
>BDS 6.270 7(0,11) 7(0,11) 2 (0,03)

F 720 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB
F2 210 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB
F3 390 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB
F4 420 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB

F6 240 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB

F10 720 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB

F12 300 0(0) A 0(0) A 0 (0) AB

F14 1.050 1(0.099A 1(0,099A 0(0)AB
>MS 4.050 1(0,02) 1(0,02) 0

* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05).

3.2  Somatik Uyartima Gelen Cevaplar

Somatik uyartim i¢in BDS ve MS temelli 19 farkli besi yerinde AT ve ATP
hatlarindan 18.414 tanesi agmamis olmak iizere toplam 20.064 adet tomurcuk
kiltiire alinmigtir. AT ve ATP hatlarinin besi yerlerindeki somatik uyartima cevap

verme oranlaria bakilmastir.

AT hattindan, BDS temelli alt1 farkli besi yerlerinde (Ao, Aso, A10o, Ado,
Adsg ve Adigo, ) toplam 5.274 adet tomurcuk kiiltiire alinmustir. Aso (2 mg/l 2,4-D +
2 mg/l BAP + 50 g/l sukroz) ve Aieo (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 100 g/l sukroz)
besi yerlerine ekilen tomurcuklardan, 95 tane (% 1,80) somatik bitkicik ve 12 tane
(% 0,23) somatik bitki elde edilmistir. Aso besi yerine ekilen 180 tomurcuktan, sekiz
tane (% 4,44) somatik bitkicik ve ve bir tane (% 0,55) somatik bitki elde edilmistir.
Ao besi yerine ekilen 2.610 tomurcuktan, 87 tane (% 3,33) somatik bitkicik ve 11
tane (% 0,42) somatik bitki elde edilmistir. Ao, Ado, Adso Ve Adioo besi yerlerinde
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somatik bitkicik gelisimi gozlenmemistir. AT hattinin somatik uyartima cevap
verdigi BDS temelli besi yerlerinin, bitki biiyiime hormonlar1 ve 50 g/l ve lizeri

sukroz i¢eren besi yerleri oldugu belirlenmistir (Tablo 6).

AT hattindan, MS temelli sekiz farkli besi yerlerinde (F, F2, F4, F7, F9, F11,
F13, F14) toplam 4.470 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. AT hattina ait
tomurcuklarin F7 (1 mg/l NAA + 8 mg/1 2IP + 50 g/l sukroz), F9 (1 mg/l NAA + 8
mg/1 2IP + 100 g/l sukroz), F11 (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 25 g/l sukroz) ve
F14 (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 100 g/l sukroz) besi yerlerine ekilen
tomurcuklardan 39 tane (% 0,87) somatik bitkicik ve alti tane (% 0,13) somatik
bitki elde edilmistir. F7 besi yerine ekilen 570 tomurcuktan alt1 tane (% 1,05)
somatik bitkicik ve bir tane (% 0,18) somatik bitki elde edilmistir. F9 besi yerine
ekilen 1.170 tomurcuktan 27 tane (% 2,31) somatik bitkicik ve bes tane (% 0,43)
somatik bitki elde edilmistir. F11 besi yerine ekilen 210 tomurcuktan bir tane (%
0,48) somatik bitkicik olusurken bitkiye doniisiim gézlenmemistir. F14 besi yerine
ekilen 690 tomurcuktan bes tane (% 0,73) somatik bitkicik olusurken bitkiye
doniisiim gézlenmemistir. F, F2, F4 ve F13 besi yerlerinde somatik bitkicik gelisimi
gozlenmemistir. AT hattinin somatik uyartima cevap verdigi MS temelli besi
yerlerinin, bitki bliylime hormonlari ve 25 g/l ve {lizeri sukroz i¢eren besi yerlerinin

oldugu belirlenmistir (Tablo 6).

AT hattina ait tomurcuklarin BDS ve MS temelli farkli besi yerlerine
ekiminden elde edilen verilerin tamami birlikte degerlendirildiginde ise AT hatt1
icin kullanilan 14 farkli besi yerinden altisinda (Aso, A1oo, F7, F9, F11 ve F14)
somatik bitkicik, dordunde (Aso, A1oo, F7 ve F9) somatik bitki gelismistir. Somatik
bitkicik olusturma oranlar1 % 0,48 (F11), % 0,73 (F14), % 1,05 (F7), % 2,31 (F9),
% 3,33 (A100) ile % 4,44 (Aso) arasinda degismekte olup somatik surglin gelisimine
en iyi cevabin bitki biiyiime hormonlar1 ve 50 g/l sukroz iceren BDS temelli Aso

besi yerinden geldigi belirlenmistir (Tablo 6).

AT hattina ait somatik bitkiciklerden bitki gelisimi ise Aso, A1oo, F7 ve F9
besi yerlerinde gerceklesmistir. Somatik bitki olusturma oranlar1 ise % 0,18 (F7),
% 0,42 (A100), % 0,43 (F9) ile % 0,55 (Aso) arasinda degismektedir. Besi yerinde
gelisim gosteren somatik bitkiciklerin bitkiye doniisiim oranlar1 % 16,66 (F7), %
12,64 (A100), % 18,52 (F9) ve % 12,5 (Aso) olarak belirlenmistir (Tablo 6).
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Bu c¢alismada BDS ve MS temelli besi yerleri ile A. tuncelianum’un AT
hattinin somatik strgiin gelisimi arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir
(Tablo 6).

Tablo 6: AT hattimin BDS ve MS temelli besi yerlerindeki somatik bitkigik ve bitki olusumu

Ekilen  Cevap Veren  Somatik

Besi Yeri Tomurcuk  Tomurcuk Bitkicik Somatik E"tk'
Adi Sayis1 (%)  Sayis1 (%) Sayisi (%) Sayist (%)
Ado 330 0(0) A 0(0) A 0(0)A
Adso 420 0(0) A 0(0) A 0(0)A

Ad100 1.404 0(0) A 0(0) A 0(0)A
Ao 330 0(0) A 0(0) A 0(0)A
As0 180 8(4,44) A 8(4,44) A 1(0,55) A
A100 2.610 87(3,33) A 87(333)A 11 (0,42) A

>BDS 5.274 95 (1,80) 95 (1,80) 12 (0,23)

F 540 0(0) A 0(0) A 0(0)A
F2 390 0(0)A 0(0)A 0(0)A
F4 720 0(0)A 0(0)A 0()A
F7 570 6 (1,05) A 6 (1,05) A 1(0,18) A
F9 1.170 27 (2,31) A 27 (2,31) A 5(0,43) A
F11 210 1(0,48) A 1(0,48) A 0(0)A
F13 180 0 (0)A 0(0)A 0()A
F14 690 5(0,73) A 5(0,73) A 0(0)A
>MS 4.470 39 (0,87) 39 (0,87) 6 (0,13)

* Farkl1 harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05).

ATP hattindan, BDS temelli yedi farkli besi yerlerine (Ao, Aso, A7s, Axoo,
Ado, Adso, Adino,) toplam 6.270 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. Aso (2 mg/l 2,4-
D + 2 mg/l BAP + 50 g/l sukroz), Azs (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 75 g/l sukroz)
ve Ao (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 100 g/l sukroz) besi yerlerine ekilen
tomurcuklardan 68 tane (% 1,09) somatik bitkicik ve sekiz tane (% 0,13) somatik
bitki elde edilmistir (Tablo 7). Aso besi yerine ekilen 900 tomurcuktan 35 tane (%
3,89) somatik bitkicik ve alt1 tane (% 0,67) somatik bitki elde edilmistir. A7s besi
yerine ekilen 750 tomurcuktan 13 tane (% 1,73) somatik bitkicik olusurken bitkiye
doniisiim gozlenmemistir. Ao besi yerine ekilen 780 tomurcuktan 19 tane (% 2,43)
somatik bitkicik ve iki tane (% 0,25) somatik bitki elde edilmistir. Ao, Ado, Adso Ve
Adio besi yerlerinde somatik bitkicik gelisimi gozlenmemistir. ATP hattinin

somatik uyartima cevap verdigi BDS temelli besi yerlerinin, bitki biiylime
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hormonlar1 ve 50 g/l ve {izeri sukroz iceren besi yerlerinin oldugu belirlenmistir

(Tablo 7).

ATP hattindan, MS temelli sekiz farkli besi yerlerine (F, F2, F3, F4, F6,
F10, F12, F14) toplam 4.050 adet tomurcuk kiiltiire alinmistir. F6 (1 mg/l NAA +
8 mg/1 2P + 25 g/l sukroz), F12 (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 50 g/l sukroz) ve
F14 (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 100 g/l sukroz) besi yerlerine ekilen
tomurcuklardan 35 (% 0,86) somatik bitkicik ve yedi (% 0,17) somatik bitki elde
edilmistir. F6 besi yerine ekilen 240 tomurcuktan bir tane (% 0,42) somatik bitkicik
ve bir tane (% 0,42) somatik bitki elde edilmistir. F12 besi yerine ekilen 300
tomurcuktan sekiz tane (% 2,67) somatik bitkicik gelisirken bitkiye doniisiim
gbzlenmemistir. F14 besi yerine ekilen 1.050 tomurcuktan 26 tane (% 2,48) somatik
bitkicik ve alt1 tane (% 0,57) somatik bitki elde edilmistir. F, F2, F3, F4 ve F10 besi
yerlerinde somatik bitkicik gelisimi gozlenmemistir. ATP hattinin somatik
uyartima cevap verdigi MS temelli besi yerlerinin, bitki biiylime hormonlar1 ve 25

g/l ve lizeri sukroz igeren besi yerlerinin oldugu belirlenmistir (Tablo 7).

ATP hattina ait tomurcuklarin BDS ve MS temelli farkli besi yerlerine
ekiminden elde edilen verilerin tamamu birlikte degerlendirildiginde ise ATP hatt1
icin kullanilan 15 farkli besi yerinden altisinda (Aso, A7s, A1oo, F6, F12 ve F14)
somatik bitkicik, dordunde (Aso, A1oo, F6 ve F14) somatik bitki gelismistir. Somatik
bitkicik olusturma oranlar1 % 0,42 (F6), % 1,73 (A7s), % 2,43 (A100), % 2,48 (F14),
% 2,67 (F12) ile % 3,89 (Asp) arasinda degismekte olup somatik uyartima en iyi
cevabin bitki blylime hormonlar1 ve 50 g/l sukroz igeren BDS temelli Aso besi

yerinden geldigi belirlenmistir (Tablo 7).

ATP hattina ait somatik bitkiciklerden bitki gelisimi ise Aso, A1o0, F6 ve F14
besi yerlerinde gergeklesmistir. Bu besi yerlerindeki somatik bitki olusturma
oranlar1 % 0,25 (A100), % 0,42 (F6), % 0,57 (F14) ile % 0,67 (Aso) arasinda
degismektedir. Somatik bitkiciklerin bitkiye doniisiim oranlarit % 10,52 (A100), %
100 (F6), % 23,07 (F14) ve % 17,14 (Aso) olarak belirlenmistir (Tablo 7).

Bu ¢alismada BDS ve MS temelli besi yerleri ile A. tuncelianum’un ATP
hattinin somatik strgiin gelisimi arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir
(Tablo 7).

27



Tablo 7: ATP hattimin BDS ve MS temelli besi yerlerindeki somatik bitki¢ik ve bitki olusumu

Ekilen

Cevap Veren

Somatik

Besi Yeri Tomurcuk  Tomurcuk Bitkicik Somatik E"tk'
Adi Sayisi Sayis1 (%) Sayisi (%) Sayist (%)
Ado 600 0(0)A 0(0) A 0(0)A
Adso 900 0(0)A 0(0) A 0(0)A
A4100 1.680 0(0)A 0(0) A 0(0)A

Ao 660 0(0)A 0(0) A 0(0)A
As50 900 35(3,89) A 35(3,89) A 6 (0,67) A
Az 750 13(1,73) A 13 (1,73) A 0(0)A
A100 780 19 (2,43) A 19 (2,43) A 2 (0,25) A
>BDS 6.270 68 (1,09) 68 (1,09) 8(0,13)
F 720 0(0)A 0(0)A 0(0)A
F2 210 0(0)A 0(0)A 0(0)A
F3 390 0(0)A 0(0)A 0(0)A
F4 420 0(0)A 0(0)A 0(0)A
F6 240 1(0,42) A 1(0,42) A 1(0,42) A
F10 720 0(0)A 0(0)A 0(0)A
F12 300 8(2,67) A 8(2,67) A 0(0)A
F14 1.050 26 (2,48) A 26 (2,48) A 6 (0,57) A
>MS 4.050 35 (0,86) 35 (0,86) 7(0,17)
* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P<0,05).
3.3 Tomurcuk Boyutunun ve Genotipin Ginogenesis Uyartimina

AT (agmus, biiyiik, orta ve kiiciik) ve ATP (blyik, orta ve kiicuk) hatlarina
ait tomurcuklar kullanarak tomurcuk boyutunun ginogenesis uyartimina etkisine
bakildi. AT hattindan 1.650 agmis ¢igek, 1.950 buyiik, 3.294 orta ve 2.850 kiiglk
ebatta tomurcuk kiiltiire alindi. A¢gmus ¢igeklerde ginogenik bitkicik olusumu
gbzlenmemistir. Blyuk tomurcuklardan ti¢ tane (% 0,15) ginogenik bitkicik ve iki
tane (% 0,10) ginogenik bitki gelismis olup ginogenik bitkiciklerin ginogenik
bitkiye donlisim oran1 % 66,66 olarak belirlenmistir. Orta buylklikteki
tomurcuklardan dort tane (% 0,12) ginogenik bitkicik ve iki tane (% 0,06)
ginogenik bitki gelismis olup ginogenik bitkiciklerin ginogenik bitkiye doniisiim
oran1 % 50 olarak belirlenmistir. Kugik tomurcuklardan ise bir tane (% 0,04)
ginogenik bitkicik ve bir tane (% 0,04) ginogenik bitki gelismis olup ginogenik

Etkisi
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bitkiciklerin ginogenik bitkiye doniisim oran1 ise % 100 olarak belirlenmistir
(Tablo 8).

ATP hattindan 2.730 buyik, 5.790 orta ve 1.740 kicuk tomurcuk kiltire
alindi. Buytk tomurcuklardan iki tane (% 0,07) ginogenik bitkicik gelisirken, bitki
gelisimi gozlenmemistir. Orta buyuklukteki tomurcuklardan dort tane (% 0,07)
ginogenik bitkicik ve iki tane (% 0,03) ginogenik bitki gelismis olup ginogenik
bitkiciklerin ginogenik bitkiye déniisiim oran1 % 50 olarak belirlenmistir. Kiguk
tomurcuklardan ise iki tane (% 0,12) ginogenik bitkicik gelisirken bitki gelisimi
gozlenmemistir. AT ve ATP hatlarindan kiiltiire alinan tomurcuklarin boyutlar ile

ginogenese verdikleri cevap arasinda istatistiki olarak fark bulunmamistir (Tablo

8).

Tablo 8: AT ve ATP hatlarinin BDS ve MS temelli besi yerlerindeki tomurcuk boyutuna gére
ginogenik bitkicik ve bitki olusumu

Ekilen Cevap Veren Ginogenik  Ginogenik

Genotip  Tomurcuk Tomurcuk  Tomurcuk Bitkicik Bitki Sayis1

Boyutu Sayisi Sayisi (%)  Sayisi (%) (%)

ACMI
AT CICCEIE 1.650 0(0) A 0(0) A 0(0) A
AT BUYUK 1.950 3(0,15) A 3(0,15) A 2(0,10) A
AT ORTA 3.294 4(0,12) A 4(0,12) A 2 (0,06) A
AT KUGCUK 2.850 1(0,04) A 1(0,04) A 1(0,04) A
ATP BUYUK 2.730 2(0,07) A 2(0,07) A 0(0)A
ATP ORTA 5.790 4 (0,07) A 4 (0,07) A 2(0,03) A
ATP KUGCUK 1.740 2(0,12) A 2(0,12) A 0(0)A

* Farkli harfler ile ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (Tukey,
P>0,05).

3.4 Calisma sonucunda elde edilen A. tuncelianum bitkilerinin ploidi

seviyeleri

A. tuncelianum ’da yapilan uyartim calismalar1 sonucunda elde edilen
ginogenik ve somatik bitkiler belirli bir asamaya geldiklerinde ploidi analizleri
yapildi. Toplamda alt1 adet ginogenik, alti adet somatik bitki flow sitometri
kullanilarak test edildi. Analizi yapilan alt1 adet ginogenik bitkinin bir tanesi (%
16,66) haploid (13,4 pg/2CDNA), dort tanesi (% 66,66) diploid (26,75 pg/2CDNA),
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bir tanesi (% 16,66) haploid ve diploid hucreler igin miksoploid olarak tespit
edilmistir (Tablo 9). Alt1 adet somatik bitkinin flow sitometri ile DNA miktar1 test
edilmis ve alt1 tanesinin de (% 100) diploid oldugu tespit edilmistir (Tablo 9).

Tablo 9: Elde edilen ginogenik ve somatik bitkilerin ploidi seviyeleri

Ploidi duzeyi
. Test edilen
Genotip bitki saysi X (%) X+2x (%0) 2x (%)
Ginogenik 6 1 (16,66) 1 (16,66) 4 (66,66)
Somatik 6 - - 6 (100)
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4. TARTISMA

Bu calisma, A. tuncelianum tlriine ait hatlarin ginogenik ve somatik
uyartima cevap verdigini ve bu cevaplarin farkli besi ortamlarinda farkli oranlarda
oldugunu gostermistir. Literatiirde Allium (A. cepa ve A. ampeloprasum)’larla ilgili
ginogenesis c¢alismalar1 bulunmaktayken, A. tuncelianum ile ilgili yapilmig
kapsamli bir ginogenesis ¢aligmas1 bulunmamaktadir. Bir¢ok arastirmaci tarafindan
yapilan A. cepa’da haploid bitki eldesi farkli oranlarda saglanmistir (Campion ve
dig. 1992; Bohanec ve dig. 1995; Alan ve dig. 2003). A. ampeloprasum tlrine ait
ginogenesis ¢aligmalarindan ¢ok diisiik oranda ginogenik bitkicik elde edilmistir

(Schum ve dig. 1993).

Bu calismada, iki hattan 18.414 agmamis tomurcugun kiiltiire alinmasi
sonucunda 16 tane (% 0,08) ginogenik bitkicik elde edilmis olup bu ginogenik
bitkiciklerin yedi tanesi (% 0,04) bitkiye doniismiistiir. AT hatti, bitki bliyiime
hormonlarinin varligina bagli olmaksizin 100 g/l sukrozun bulundugu besi
yerlerinde ginogenesise cevap verirken, ATP hattinin ise bitki biylime
hormonlarinin varhigina bagli olmaksizin 50 g/l ve Uzeri sukroz iceren besi
yerlerinde ginogenesise cevap verdigi tespit edilmistir. Allium’lar ile ilgili daha
once yapilan ginogenesis c¢alismalari bu calismada elde edilen sonuglar ile
paralellik gostermektedir (Celebi-Toprak ve dig. 2016; Alan ve dig. 2016b; Celebi-
Toprak ve dig. 2017; Akgiin 2018; Elver 2018). Alan ve dig. (2016b) pirasada
yaptiklar1 ¢aligmada 133 (% 0,58) tane ginogenik bitki elde etmislerdir. Ayrica
Celebi-Toprak ve dig. (2016) yine pirasa tizerindeki denemelerinde bitki biiyiime
hormonlari igermeyen ve 100 g/l sukroz igeren besi yerlerine ekilen tomurcuklardan
yiiksek oranda (% 5) ginogenik bitki elde etmislerdir. Alan ve dig. (2016a) A.
ampeloprasum ile yaptiklar1 calismada elde ettikleri verilere gére ginogenesise
cevap veren besi yerlerinin 50 g/l ve lzerinde sukroz icerdiklerini belirtmislerdir.
Akgiin (2018) A. ampeloprasum da ginogenesise cevap veren besi yerlerinin 25 g/l
ve Uzerinde sukroz igeren besi yerleri oldugunu belirtmistir. Elver (2018) A.
sandrasicum’da ginogenesis uyartimina en iyi cevap veren tomurcuklarin besi yeri
igerigi tiim genotipler i¢in bitki biiyiime diizenleyicilerini icermeyen ve 100 g/l

sukroz iceren besi yerlerinde oldugunu belirtmistir.
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A.tuncelianum ile ilgili daha once yapilan ginogenesis ¢alismalar1 da bu
calismada elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir. Kaska (2013), A.
tuncelianum ile birinci y1l yaptig1 ¢calismada BDS ve MS temelli besi yerlerinde
kiiltiire aldiklar1 2.760 adet tomurcuktan ginogenik embriyo elde edememistir.
Ikinci y1l yaptig1 calismada BDS, MS ve B5 temelli bitki biiyiime hormonlari ve
100 g/l sukroz igeren besi yerlerinde kiiltiire aldiklar1 3.110 adet tomurcuktan, (¢
tane (% 0,09) ginogenik embriyo elde ederken ginogenik bitkicik ve bitki elde
edememistir. Ginogenik embriyolardan bir tanesini BDSA (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l
BAP + 100 g/l sukroz), iki tanesini ise MSD (1 mg/I NAA + 8 mg/1 2iP + 100 g/l

sukroz) besi yerlerinden elde etmistir.

Bu ¢alismada, A.tuncelianum’da ilk kez ginogenik bitkicik ve bitki elde
edilmis olup AT ve ATP hatlarina ait tomurcuklarin farkli besi yerlerine ekiminden
elde edilen verilere bakildiginda ginogenik bitkicik gelisimi BDS ve MS temelli
Aioo, Adioo, Adso, F4, F9 ve F14 besi yerlerinde gerceklesmistir. AT ve ATP
hatlarina ait tomurcuklardan ginogenik bitki gelisimi ise A4100, Adso, F4 ve F9 besi
yerlerinde gerceklesmistir. Ginogenik uyartima AT ve ATP hatlarinin verdigi en
yiiksek cevaplar sirasiyla bitki biyume hormonu iceren MS temelli F9 (1 mg/I
NAA+ 8 mg/l 2IP + 100 g/l sukroz) ve bitki biiyiime hormonu icermeyen BDS
temelli Adsg (50 g/1 sukroz) besi yerlerindeki ¢igcek tomurcuklarindan gelmistir. Bu

durumun nedeninin genotip etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, iki hattan 18.414 agmamis tomurcugun kiiltiire alinmasi
sonucunda 237 tane (% 1,3) somatik bitkicik elde edilmis olup bu somatik
bitkiciklerin 33 tanesi (% 0,2) bitkiye doniismiistiir. AT ve ATP hatlarinin somatik
stirgiin gelisimine bitki biiylime hormonlar1 ve 25 g/l ve Uzeri sukroz igeren besi
yerlerinde cevap verdigi tespit edilmistir. Kaska (2013), A. tuncelianum ile birinci
yil yaptig1 calismada BDS ve MS temelli bitki biiyiime hormonlar1 ve 30 g/l ve
Uzeri sukroz iceren besi yerlerinde kiltiire aldiklari 2.760 adet tomurcuktan, 24 adet
(% 0,86) somatik kallus elde ederken somatik bitkicik ve bitki elde edememistir.
Bu somatik kalluslarin dokuz tanesi (% 0,78) BDSA (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP
+ 100 g/l sukroz), iki tanesi (% 0,74) MSB (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 30 g/l
sukroz) ve 13 tanesi (% 8,66) BDSC (1 mg/l NAA + 2 mg/l 2iP + 100 g/l sukroz)
besi yerinden elde edilmistir. ikinci y1l yaptig1 calismada BDS, MS ve B5 temelli
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bitki biiylime hormonlart ve 30 g/l ve Uzeri sukroz iceren besi yerlerinde kultiire
aldiklar1 3.110 adet tomurcuktan, 55 adet (% 1,76) somatik kallus elde ederken
somatik bitkicik ve bitki elde edememistir. Somatik kalluslarin 32 tanesi (% 2,99)
BDSA (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 100 g/l sukroz), bir tanesi (% 0,25) MSB (2
mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 30 g/l sukroz) ve 22 tanesi (% 2,35) B5B (2 mg/l 2,4-
D + 2 mg/l BAP + 75 g/l sukroz) besi yerinden elde etmistir. Kaska (2013),
calismalarinda ginogenik, somatik bitkicik ve bitkilerin elde edilememesinin
nedeni genotip etkisi olabilir. Bu ¢alismada ise farkli olarak A. tuncelianum’un AT

ve ATP hatlarina ait tomurcuklardan somatik bitkicik ve bitki elde edilmistir.

AT ve ATP hatlarina ait tomurcuklarin farkli besi yerlerine ekiminden elde
edilen verilere bakildiginda somatik bitkicik gelisimi BDS ve MS temelli Aso, A7,
Ao, F6, F7, F9, F11, F12 ve F14 besi yerlerinde gerceklesmistir. AT ve ATP
hatlarina ait tomurcuklardan somatik bitki gelisimi ise Aso, A10o, F6, F7 ve F9 ve
F14 besi yerlerinde gerceklesmistir. Somatik uyartima AT ve ATP hatlarinin
verdigi en yiiksek cevaplar BDS temelli Aso (2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l BAP + 50 g/l
sukroz) besi yerlerindeki ¢igek tomurcuklarindan gelmistir. Bitki blytime hormonu
iceren besi yerlerinin Allium’larda somatik uyartimi tetikledigi baska ¢alismalarda
da belirtilmistir (Yan ve dig. 2009; Luciani ve dig. 2006). Elver (2018) A.
sandrasicum’da somatik rejenerasyon i¢in bitki biiylime hormonlarinin varliginin

etkili oldugunu belirtmistir.

Ginogenik uyarttima agmis ¢iceklerden cevap alinamamisken, blyik, orta
ve kiigiik tomurcuklardan cevaplar alinmistir. AT ve ATP hatlarindan beg tanesi
blyuk, sekiz tanesi orta ve (g tanesi ise kigik tomurcuklardan olmak (izere toplam
16 ginogenik bitkicigin gelistigi bu ginogenik bitkiciklerden bitkiye doniisenlerin
ise ikisinin biiyiikk, dordiinlin orta, birinin ise kiiclik tomurcuklardan gelistigi
gbzlenmistir. Ginogenesise verilen en iyi cevaplarin biyik ve orta buyuklukteki
tomurcuklardan geldigi goriilmistiir. Oviillerin gelisim asamasinin haploid bitki
elde etme siirecine etkisi oldugu bilinmektedir (Chen ve dig. 2011). Daha 6nce Alan
ve dig. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada tomurcuk boyutunun bir Allium tird

olan A. cepa’da ginogenesise etki ettigi ifade edilmistir.

Bu calisma, A. tuncelianum tiiriiniin ginogenik ve somatik uyartima

cevabinin arastirilmasi igin yapilmistir. Bu ¢alisma ile ilk defa ginogenik, somatik
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bitkicik ve bitki elde edildigi gosterilmistir. Ayrica bu calismada ginogenik ve
somatik uyartimi etkileyen onemli faktorlerin besi yeri icerigi, genotip etkisi ve
tomurcuk bliyiikliigii oldugu gosterilmistir. Biyoteknolojik yontemler araciligi ile
Turkiye’nin endemik tdrlerinden biri olan A. tuncelianum’un kisa siirede 1slah
edilebilecek potansiyelde oldugu gosterilmistir. Bundan sonraki A. tuncelianum’da
1slah calismalarinda ginogenesisin performansini artirabilmek i¢in bu ¢alismada
cevap alinan besi yerleri (Ao, Adso, Ad100, F4, F9 ve F14) kullanilabilir, daha fazla
genotip denenebilir ve kiiltiire alinacak olan tomurcuklarin orta ve blyik ebatta

olmalar1 6nerilir.
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