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Bu ¢aligmada, sogan (Allium cepa L.) ve iilkemizin endemik bitkileri arasinda yer alan
Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’da yumurtalik ve ¢igek
tomurcugu kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde etme olanaklari arastirilmistir.

On Kkiiltiir ortamindaki eksplantlarin gelisimi {izerine kiiltiir yontemi, seker dozu,
tomurcuk iriligi, dikim zamani ve ortam bilesiminin etkileri 3 sogan ¢esidinde (Bayram
1, Yakut, 301-OH-SXN-1) ve Allium tuncelianum’da degerlendirilmistir. 2 yil siire ile
yiiriitiilen arastirmanin ilk yilinda 45.000 yumurtalik ve ¢igek tomurcugu, 2. yilinda ise
26.375 ¢igek tomurcugu 6n kiiltiir ortaminda kiiltiire alinmistir.

Arastirma sonucunda On kiiltiir ortamindaki eksplantlarda kallus gelisimi acisindan
tomurcuk kiiltiiri yumurtalik kiiltiirtine gore daha basarili bulunmustur. Tomurcuk
gelisimi yoniinden dikim zamani etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir. Ana bitkilerin
gec dikildigi donemlerde istenen irilikte ¢igek tomurcugu bulmak zorlasmistir. Seker
dozlara gosterilen tepkide de genotipin etkisi 6nemli bulunmustur. %5°lik seker dozu
kallus gelisimi {izerinde daha basarili olmustur. On kiiltiir ortamina ilave edilen oksin
(2,4-D) ve sitokinin (BAP) kombinasyonlar1 da eksplantlarda kallus gelisimi {izerinde
etkili olmus ve en yiikksek oranlar; 2+1 mg/l 2,4-D+BAP ve 2+2 mg/l 2,4-D+BAP
kombinasyonlarindan elde edilmistir. 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde 2+1 mg/l 2,4-
D+BAP oksin-sitokinin kombinasyonunun kullanildigi ortamdan haploid bitki elde
edilmistir.

Allium tuncelianum’da ise on kiiltiir ortaminda ¢i¢cek tomurcuklarinin %55,28°1 kallus

olusturmus ancak bitkiye doniisiim saglanamamustir.

Mayis 2014, 122 sayfa
Anahtar kelimeler: Sogan, Allium tuncelianum, Gynogenezis
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POSSIBILITIES OF HAPLOID PLANT PRODUCTION BY IN VITRO OVARY AND
FLOWER BUD CULTURE IN ONION (Allium cepa L.) AND Allium tuncelianum
(Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)

Faika YARALI
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Supervisor: Prof. Dr. Ruhsar YANMAZ

In this study, it was investigated the possibilities of obtaining haploid plants via in vitro
ovary and flower bud culture in onion (Allium cepa L.) and Allium tuncelianum
(Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci) which is one of the endemic plant of Turkey.

The effects of culture method, sucrose doze, flower bud size, sowing dates of onion
bulbs and auxin (2,4-D) and cytokinin (BAP) combination on growth of ovaries and
flower buds in induction medium were evaluated in 3 different onion cultivar (var.
Bayram 1, Yakut and 301-OH-SXN-1) and Allium tuncelianum. In the first year of the
study 45.000 ovaries and flower buds and in the second year 26.375 flower buds were
cultured in induction medium.

At the end of the study, flower bud culture was more successful than the ovary culture.
Sowing dates of onion bulbs were effective on flower bud development. It was difficult
to find desired size of flower bud especially from late sowing dates. Although sucrose
dose and genotype effects were found statistically important, 5% sucrose dose was
found more effective on callus formation. Combination of auxin (2,4-D) and cytokinin
(BAP) were effective on callus formation of ovaries and flower buds in the induction
medium. The best callus development was obtained from 2+1 mg/l 2,4-D+BAP and 2+2
mg/l 2,4-D+BAP combinations. Only one haploid plant was obtained from 301-OH-
SXN-1 from the induction medium added 2+1 mg/l 2,4-D+BAP.

Callus had formed from flower buds of Allium tuncelianum in induction medium
(55,28%) but emerged callus could not be transformed to plant.

May 2014, 122 pages
Key Words: Onion, Allium tuncelianum, Gynogenesis
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1. GIRIS

Allium cinsi Amaryllidaceae familyasina mensup olup, ekonomik ve yabani degeri olan
yaklasik 700 tiirti kapsamaktadir. Bu tiirler arasinda sogan (Allium cepa), pirasa (Allium
porrum), sarimsak (Allium sativum) ve Cin sogan1 (A. tuberosum) ticari olarak énem
tasimaktadir (Song vd. 2007). Toplam 1.090.425.004 ton olan diinya sebze iiretiminin
116.511.971 ton ile %10,7’sini sogan, pirasa ve sarimsagi icine alan Allium tiirleri

olusturmaktadir (Anonymous 2013).

TUIK 2012 yili verilerine gore Tiirkiye nin toplam sebze iiretimi 27.820.207 ton olup;
kuru sogan iiretimi 1.735.857 ton, taze sogan iiretimi ise 150.928 ton’ dur. Sogan
tiretiminin toplam sebze iiretimi i¢indeki payt %6,78’dir. Bu durumda 6zellikle sogan
sebze tiirleri i¢inde iiretim degeri bakimindan domates ve karpuzun ardindan 3. sirada

yer almaktadir (Anonim 2013a).

Sogan yetistiriciliginde agikta tozlanan g¢esitlerin sayisi, hibrit ¢esitlerin devreye girmesi
ile giderek azalmaktadir. Bununla birlikte {ireticilerin 6nemli bir boliimii de hala acikta
tozlanan sogan gesitlerini tercih edebilmektedir. Ulkemizde kamu kurumlarinda yapilan
1slah caligmalar1 sonucunda 6 adet acikta tozlanan sogan cesidi (Akgiin 12, Imrali
Kirmas1 15, Kantartopu 3, Valenciana, Tungay ve Besirli 77) gelistirilmis ve tescil
edilmistir. Uretim izinli cesit listesinde ise; 4 tanesi hibrit olmak iizere toplam 99 sogan

cesidi bulunmaktadir (Anonim 2013b).

Ulkemize 6zgii endemik bir tiir olan Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew,
Siraneci, 6zellikle Munzur dag: eteklerinde yer alan Tunceli ilinin Ovacik ve Piiliimiir
ilgelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Yanmaz ve Ermis 2005, Yanmaz vd. 2010).
Ciceklenebilme ve tohum verebilme o6zelligine sahiptir. Bu tiirde bazi cogaltma
calismalar1 yapilmigsa da heniiz ¢esit asamasina getirilmis bir 1slah materyali

bulunmamaktadir.



Gliniimiizde biyoteknolojik yontemler, 1slah caligmalarinin siiresinin kisaltilmasinda,
cesit adaylarinin ve ozellikle hibrit 1slahinda kullanilan ebeveynlerin saf hatlarinin kisa
stirede elde edilmesinde biiyiikk yarar saglamaktadir. Amaryllidaceae familyasina
mensup tiirlerden olan soganda (Allium cepa L.) tohum elde etmek igin 2-3 yila gerek
duyulmaktadir. Bu nedenle soganda yapilan 1slah calismalarinda 2-3 senede bir
generasyon ilerlenebilmekte, dolayisiyla klasik 1slah yontemleri kullanildiginda
homozigot saf hatlarin elde edilmesi ¢ok uzun zaman almaktadir. Islah ¢alismalarinda
1slah siiresini  kisaltmak, ¢esit adaylarin1 ve oOzellikle hibrit 1slahinda kullanilan

ebeveynlerin saf hatlarini kisa siirede elde etmek biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Bir bitki tiiriniin somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, gamet hiicrelerinde bulunan
kromozom sayis1 kadar ise bu bitkilere haploid bitki adi verilmektedir. Haploidler, her
bir lokustaki allelerden sadece bir seriyi igermekte ve bu Ozellikleri ile 1slah
caligmalarinda Onemli yer tutmaktadir. Haploid bitkilerin kromozom sayilarinin
katlanmasi ile %100 homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir. Boylece uzun yillara
gereksinim duyan saflagtirma islemi, birka¢ ay gibi kisa bir siirede yapilabilmekte;
kombinasyon 1slah1 ve hibrit cesit 1slahi programlarinda zaman yoniinden Onemli
diizeyde kazang saglanabilmektedir (Campion ve Alloni 1990, Keller 1990a, Campion
vd. 1995, Bohanec ve Jakse 1999, Ellialtioglu vd. 2001, Alan vd. 2003-2004, Grzebelus
ve Adamus 2004, Tuncer ve Yanmaz 2007, Chen vd. 2011).

Haploid bitkiler, normal bitkilerde bulunan tiim organlara sahip olduklar1 halde,
diploidlere oranla hiicreleri ile yaprak ve gigekleri daha kiigiik, kisa boyludur (Keller
1990a, Sulistyaningsih vd. 1997). Haploid bitkilerin bitki 1slah programlarinda
kullanilabilmeleri i¢in verimli olan diploid bitkilere doniistiriilmesi gerekmektedir.
Haploid bir bitkinin kromozomlarinin baz1 kimyasal maddeler yardimiyla veya spontan
olarak katlanmasi sonucunda kromozom sayisi diploid hale getirilebilir
(Dihabloidlestirme= dihaploidizasyon). Bu islem yoluyla elde edilen bitkilere de

“katlanmis haploid” ad1 verilmektedir.



Dihaploidizasyon teknigi kullanilarak, arpa, bugday, musir, geltik, biber, patlican,
kavun, karpuz, lahana grubu sebzeler, sogan, sarimsak, pirasada katlanmis haploidler
elde edilebilmistir (Galmarini 1994, Keller ve Korzun 1996, Ellialtioglu vd. 2001,
Michalic 2001, Alan vd. 2003, Musial vd. 2005, Palmer ve Keller 2005, Reed 2005,
Forster vd. 2007, Murovec ve Bohanec 2012).

In vitro haploid embriyo ve bitki elde etmede kullanilan yontemleri temel olarak
androgenik ve gynogenik yontemler olmak tizere iki grup altinda toplamak miimkiindiir.
Bu yontemlerden ilkinde baslangi¢c materyali olarak erkek gamet kullanilmaktadir (anter
ve mikrospor kiiltiirii). Ikinci yontemde ise baslangic materyali disi gamete ait olan

yumurta (ovul), yumurtalik (ovaryum) ve ¢i¢ek tomurcugudur.

Her bitki tiiriinde katlanmig haploidleri elde etmek miimkiin olmamaktadir. Ayrica, her
tir, farkli dihaploidizasyon tekniginin kullanilmasini isteyebilmektedir (Forster vd.
2007, Tuncer 2010). Bugiine kadar yapilan calismalar sonucunda Allium tiirlerinin
androgenesise tepki vermedikleri ortaya konulmustur (Campion ve Alloni 1990, Keller
1990b, Javornik vd. 1998, Bohanec ve Jakse 1999, Geoffriau vd. 2006, Sulistyaningsih
vd. 2006). Buna karsilik Allium tirleri gynogenezis Yyoluyla haploid bitkiler
olusturabilmektedir (Keller 1990a, Atanassov vd. 1995, Jakse vd. 1996, Keller ve
Korzun 1996, Mukhambetzhanov 1997, Bohanec ve Jakse 1999; Puddephat vd. 1999,
Hassandokht vd. 2000, Jakse vd. 2002, Szulc vd. 2002, Alan vd. 2003-2004, Musial vd.
2005, Geoffriau vd. 2006, Sulistyaningsih vd. 2006, Forodi vd. 2009).

Allium tiirlerinde gynogenezis yoluyla haploid bitki iretimi ile ilgili ilk ¢aligmalar
soganda 1989 yilinda Muren ve 1990 yilinda da Campion ve Aloni ile Keller taratindan
yapilmig ve basarili sonuglar elde edilmistir (Bohanec ve Jakse 1999, Puddephat vd.
1999, Bohanec vd. 2001, Musial vd. 2001- 2005). Daha sonra pirasa, sarimsakta da bazi
calismalar yapilmistir (Keller ve Korzun 1996).



Ulkemizde gynogenezis yoluyla soganlarda haploid bitki elde etme calismalar1 Alan vd.
(2003) tarafindan baslatilmistir. Bu calisma yurt disinda yabanci sogan cesitleri ile
yiriitilmiis ve 85 haploid bitki elde edilebilmistir. Arastirmalar {ilkemiz kosullarina
adapte edilmeye calisilmissa da heniiz sistemin 1slah ¢alismalari iginde yer almasi i¢in
yeterli olmamustir. Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci’de ise bu

tiir bir calisma yapilmamustir.

Bu c¢alismada, iilkemiz sebze tariminda ekonomik Onemi olan Allium tiirlerinden
soganda ve iilkemizin endemik bitkileri arasinda yer alan Allium tuncelianum (Kollman)
Ozhatay, Matthew, Siraneci’de ovaryum ve ¢igek tomurcugu kiiltiirii yoluyla haploid
bitki elde etmek hedeflenmistir. Teknigin kendi laboratuvar kosullarimiza
optimizasyonunu saglayabilmek i¢in, daha once yapilan ¢aligmalarda basarili oldugu
belirtilen teknikler kabuk rengi farkli 2 sogan ¢esidi ile Allium tuncelianum (Kollman)
Ozhatay, Matthew, Siraneci’de denenmistir. Yurt disinda yapilan arastirmalarda
gynogenezise tepki verdigi belirlenmis olan bir sogan c¢esidi de referans gesit olarak
denemelere katilmistir. Boylece hem yontemin ¢alisip ¢alismadigi, hem de bizim tiir ve
cesitlerimizin gynogenezise gostermis olduklari tepki ortaya konulmustur. Arastirmanin
sonuclar1 iilkemizde sogan 1slahinda calisacaklara yol gosterici olacak, yontemin 1slah
calismalarina entegre edilmesiyle de sogan gibi 1slah siiresi uzun olan bir tiirde 1slah

stiresinin kisaltilmasina katkida bulunulmus olacaktir.

Bu arasgtirmada ilk kez iilkemize ait endemik bir sarimsak tiirii de gynogenezise
yatkinlik acisindan denemeye alinmustir. Teknigin optimizasyonu saglandiginda bu

tirde de 1slah suresini kisaltmak s6z konusu olabilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Dollenmemis disi gamet yoluyla haploid bitki elde etme yontemi olarak agiklanan
gynogenezis, 0zellikle androgenezise tepki vermeyen tiirlerde haploid bitki {iretimi igin
kullanilan alternatif bir yontemdir. Gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etmede disi
gametin gelisme yonii in vitro’da uygun kiiltiir sartlarinda tetiklenerek sporofitik
gelisme yoniine kaydirilmaktadir. Ancak gametofitik gelisme yoniinii sporofitik gelisme
yoniine ¢eviren mekanizmanin hiicresel diizeyde nasil meydana geldigi tam olarak
bilinmemektedir (Palmer ve Keller 2005, Bohanec 2009, Chen vd. 2011). Disi gametten
haploid embriyo ve bitki elde etmeye yonelik calismalarda tiirlere gére yumurta (ovul),
yumurtalik (ovaryum) veya c¢icek tomurcugu kiiltiirleri kullanilmaktadir (Keller ve
Korzun 1996, Mukhambetzhanov 1997, Alan vd. 2003, Forster vd. 2007, Bohanec
2009, Murovec ve Bohanec 2012).

Disi gamet orijinli oldugu bildirilen ilk spontan haploid bitkiler 1922 yilinda Blakeslee
vd. tarafindan Datura stromondium bitkisinde tanimlanmistir. In vitro’da ise
gynogenezis yoluyla ilk haploid bitkiler 1976 yilinda San Neoum tarafindan arpada
yumurtalik kiiltiiri yoluyla elde edilmistir (Kurtar 1999, Chen vd. 2011). Allium
tirlerinde ise 1989 yilinda Muren ve 1990 yilinda da Campion ve Aloni ile Keller
tarafindan gynogenezis yoluyla haploid bitki tiretimi ile ilgili ilk caligmalara soganda
baslanmig, ardindan pirasa ve sarimsakta ¢alismalar yapilmistir (Keller ve Korzun 1996,
Judkevieine vd. 2005).

Haploid bitki elde etmek amaciyla gynogenezis teknikleri, giinlimiizde zirai agidan
ekonomik dnemi yiiksek olan sogan (Allium cepa L.) ve sekerpancari (Beta vulgaris L.)
basta olmak ftizere, arpa (Hordeum vulgare L.), bugday (Triticum aestivum L.), ¢eltik
(Oryza sativa L.), tiitin (Nicotiana tabacum L.), kavun (Cucumis melo L.), kabak
(Cucurbita pepo L.), hiyar (Cucumis sativus L.), misir (Zea mays) ve aygiceginde
(Helianthus annuus L.) basarili bir sekilde uygulanmaktadir (Alan vd. 2003, Palmer ve
Keller 2005, Reed 2005, Bohanec 2009, Chen vd. 2011, Murovec ve Bohanec 2012).



Disi gametten haploid embriyo elde etmeye yonelik ¢alismalarda basariyr etkileyen
birgok faktdr bulunmaktadir. Bu faktorleri basta genotip ve ana bitkinin yetistirildigi
kosullar olmak iizere, kiiltiir ortaminin bilesimi, tomurcuk biiyiikligii ve eksplantlara

yapilan 6n uygulamalar seklinde siralamak miimkiindiir (Yarali ve Yanmaz 2013).

2.1 Tiir ve Genotip

Yumurta, yumurtalik ve ¢igek tomurcugu kiiltiirii yoluyla elde edilen gynogenik haploid
embriyo orani, embriyo kalitesi ve embriyodan bitki rejenerasyonu tiir ve ¢esitlere gore
farklilik gostermektedir. Dolayisiyla haploid bitki liretiminde genotip se¢imi basari
smirlarini belirlemektedir (Jakse ve Bohanec 1994, Bohanec vd. 1995, Jakse vd. 1996,
Keller ve Korzun 1996, Geoffriau vd. 1997, Mukhambetzhanov 1997, Javornik vd.
1998, Bohanec ve Jakse 1999, Michalik vd. 2003, Alan vd. 2004, Judkevieiene vd.
2005, Palmer ve Keller 2005, Reed, 2005, Cho vd. 2006, Kim vd. 2007, Chen vd. 2011,
Murovec ve Bohanec 2012).

Soganda ilk haploid bitkinin elde edildigi ¢alismada, farkli Allium tiirlerinden (Allium
schoenoprasum L., Allium porrum, A. altaicum, A. fistulosum) ve farkli sogan
cesitlerinden (Allium cepa L. Stuttgarter Riesen, Carmen, Zerti, Stuttgarter Gigant,
Downing Yellow ve bazi 1slah hatlari) alinan yumurta, yumurtalik ve ¢igek tomurcuklari
BDS ortaminda kiiltiire alinmistir. Yumurta ve cigek tomurcugu kiiltiirlerinde tiir ve
cesitlere gore degisen oranlarda kallus gelisimi saglanmistir. Ancak sadece soganda
kullanilan tiim kiiltiir sekillerinde yumurtadan bitki rejenerasyonunun meydana geldigi
bildirilmistir. Soganda kiiltiire alinan yumurtaliklardan genotiplere goére %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 kiiciik olduklari tespit edilmistir (Keller 1990a).

Geoffriau vd. (1997), 22 sogan c¢esidinin kullandigi c¢alismada, ¢esitler genetik
orijinlerine (Kuzey Avrupa, Dogu Avrupa, Giiney Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri) ve genetik yapilarina gore (agik tozlanan, kendilenmis, sentetik klon)
ayrilmistir. Arastirmada embriyo orani, regenerasyon orani, canlilik orani, embriyo

kalitesi ve meydana gelen bitkilerin ploidi seviyeleri belirlenmistir. Toplam 50.380



tomurcugun kullanildigi denemede 1.265 embriyo (%2,5) elde edilmistir. Gynogenik
embriyo olusumunda genotip ve cesit etkisinin dnemli oldugu tespit edilmistir. Kiiltiire
alinan ¢i¢ek tomurcuklarinda embriyo verimi ve bitki rejenerasyonunun %0-17 ve %0-
11 arasinda degistigi bildirilmistir. Bitki rejenerasyonunun yani sira en yiiksek embriyo
veriminin kendilenmis ve sentetik hatlardan elde edildigi ortaya cikarilmigtir. Elde

edilen bitkilerin %80°ninin haploid, %13 iiniin ise diploid oldugu tespit edilmistir.

Bohanec ve Jakse (1999), Avrupa, Kuzey Amerika ve Japonya orijinli uzun giin sogan
cesitlerinin gynogenik embriyo meydana getirme kabiliyetlerini aragtirmistir. Ana
bitkiler arasinda gynogenik embriyo veriminin dikkate deger olglide farklilik gosterdigi
tespit edilmistir. Aragtirma sonuglar1 ortalama embriyo veriminin %18,6- 22,6 arasinda
degistigini ve 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 ¢ikarmstir.

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

belirlenmistir.

Jakse vd. (2002), soganda haploid bitki iiretiminde ¢igek tomurcuklarmin in vitro’da
kiiltiire alinmasimin etkili bir uygulama oldugunu, ancak bir¢cok sogan populasyonunun
diisiik gynogenik kapasiteye sahip olmasi ve kromozom katlamadaki basarisizlik
nedeniyle katlanmig haploid tiretiminin sinirlandigini bildirmistir. Gynogenezise tepki
veren ve vermeyen hatlarin melez bireylerin, gynogenik haploid meydana getirme
frekanslarint ve ebeveyn bitkiler ile kendilenmis bitkilerden elde edilen haploid
rejenerantlar arasindaki fenotipik korelasyonlar1 belirlemek amaciyla yaptig1 calismada;
gynogenezise tepki veren ve vermeyen kendilenmis sogan hatlari arasindaki
melezlemelerden elde edilen hibritlerin, gynogenezise tepki vermeyen ebeveyn

hatlardan daha fazla gynogenik kabiliyet gosterdigini ortaya ¢ikarmistir.



Sulistyaningsih vd. (2002), sitoplazmik erkek kisir (CMS) Allium galanthum ve Allium
cepa L. arasindaki hibritlerden ¢i¢cek tomurcugu kiiltiirii yoluyla haploid bitki elde etme
olanaklarmi arastirmistir.  Arastirmada 535 ¢icek tomurcugu B5 ortaminda kiiltiire
alinmis ve partenogenetik embriyolardan elde edilen 25 bitkiden 13’iinlin bitkiye
doniistimii saglanmistir. Elde edilen 11 bitkinin haploid, diger iki bitkinin ise diploid
oldugu belirlenmistir. Haploid ve diploid bitkilerin Allium galanthum ve Allium cepa
L.’dan farkli gen kombinasyonlar1 sergiledikleri ortaya ¢ikarilmistir. Diploid bitkilerle
diger Allium galanthum irklari, normal sogan gesitleri ve akraba tiirler arasindaki
melezlerin sogan yetistiriciligi i¢in F; hibritlerin elde edilmesinde basarili olabilecegi

bildirilmistir.

Alan vd. (2003), iki farkli A.cepa hatt1 (Norstar ve NY53-E21B) ile A. cepa x A. roylei
melezlerinden elde edilen; “F;: NY53-E21B x A. Roylei (3 hat), YIX x A. Roylei (4 hat),
A. Roylei x Norstar (2 hat); F2: A. Roylei x Norstar (2 hat), (NY53-E21B x A. Roylei) F;
(2 hat), (YIX x A. Roylei) F, (2 hat); BC1F;1: [NY53-E21A x (NY53-E21B x A. Roylei)]
F, (10 hat), BC1F2: [NY53-E21A x (NY53-E21B x A. Roylei)] F, (15 hat)” olmak {izere
toplam 40 melez generasyonu deneme materyali olarak kullanmis, ¢icek tomurcugu
kiiltiirii yoluyla gynogenik bitki elde etme olanaklarini arastirmistir. Arastirmada
kullanilan genotipler gynogenezis meydana getirme kabiliyeti bakimindan farklilik
gostermistir. Allium cepa L. hatlarindan 218, A.roylei melezlerinden ise toplam 59
bitkicik elde edilmistir. A. roylei’den elde edilen bitkiciklerin biiyiik bir ¢ogunlugu
geriye melez generasyonlardan elde edilmistir. F; ve F, generasyonundan elde edilen
bitkilerin gynogenezise ya hi¢ ya da ¢ok az tepki verdigi bildirilmistir. Elde edilen
bitkiciklerin yaklasik yarisi bitkiye doniigsmiis, flow sitometriyle yapilan ploidi analizi
ile A. cepa’dan elde edilen gynogenik bitkilerinin %9 ’unun spontan diploid, %86’sinin
haploid oldugu tespit edilmistir. A.roylei’den elde edilen gynogenik bitkilerin ise
%77’sinin spontan diploid oldugu ve sadece BC;F; ve BC;F, generasyonlarindan birer
adet haploid bitki elde edildigi bildirilmistir.

Bohanec vd. (2003), haploid bitki iiretiminde genotip etkisini belirlemek amaciyla
Amerika Birlesik Devletleri’nde gelistirilmis 22 sogan hattin1 kullanmistir. Gynogenezis
caligmalarinda B0223B ve B2923B genotiplerinin haploidi meydana getirme
frekansinin diger genotiplerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. B1717A-1 X
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B2923B-3 melezlerinin haploidi meydana getirme oraninin haploidi frekans1 diisiik
B1717A-1 ebeveyninden daha yiliksek ancak haploidi meydana getirme kabiliyeti
yiiksek olan B2923B-3 ebeveynden daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Arastirmada
ayrica kendilemenin soganda gynogenezis meydana getirme frekansina etkisi de
degerlendirilmistir. B2923B genotipinin kendilenmesiyle meydana gelen hatlarda
haploidi frekansmnin arttigi, B2923B-6 genotipinde en yiiksek ortalama haploidi
meydana getirme oraninin %53,6 oldugu belirlenmistir. Ayrica kendileme yoluyla elde
edilen sadece tek bir bitkide haploidi meydana gelme frekansinin %82,8’e kadar
yiikseldigi tespit edilmistir. Arastirma sonucunda kendilemenin haploid sogan

tiretiminde etkili bir yontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Judkevieiene vd. (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 tiiri ile Allium cepa L.’nin 10 farkli
¢esidinin gynogenezise tepkisini belirlemek amaciyla yiiriittiikleri arastirma sonucunda,
gynogenik embriyo meydana gelme oraninin tirlere ve cesitlere 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 sikliginin
(%1,1) ise hibrit gesitlerle (%0,3) karsilastirildiginda ortalama dort kat daha yiiksek

oldugunu tespit edilmistir.

Cho vd. (2006), in vitro gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etmek amaciyla ticari
olarak iiretimi yapilan acgik tozlanan 10 farkli uzun giin sogan cesidi (Top-One,
Hwanggeumal, Higuma, Chunsim, Sprit, Brahma, Candy, Tamara, Wolf, Getsurin) ile 4
farkli Fy hibrit ¢esidi kullanmistir. Aragtirma sonucunda, gynogenezise tepkinin gesitler
arasinda farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Buna gore en yiiksek gynogenik tepkiyi
Getsurin ¢esidi vermis (%2,77), Candy c¢esidinde ise %2,03 oldugu belirlenmistir.
Bitkiciklerde ploidi analizi flow sitometri ile belirlenmis ve bitkiciklerin %24,5’inin

haploid, %44,9’unun mixoploid ve %16,3’iiniin diploid oldugunu tespit edilmistir.



Sulistyaningsih vd. (2006), ¢icek tomurcugu kiiltlirii yontemiyle Endonezya orijinli
Dili-white, Yogya ve Dili-red sogan ¢esitlerinin gynogenezise tepkilerini belirlemek
amaciyla yaptig1 calismada ana bitkileri sera sartlarinda yetistirmistir. Arastirmada
toplam 6.812 ¢igek tomurcugu kullanilmis ve 89 bitki elde edilmistir. Bu bitkilerin 2
tanesinin haploid oldugu, gynogenezise tepki bakimindan ana bitkiler arasinda 6nemli
farklarin bulundugu ve Dili-white sogan ¢esidinden 87, Dili-red ve Yogya’dan ise birer
bitki elde edildigi bildirilmistir. Yapilan analizler elde edilen bitkiciklerden sadece iki

tanesinin haploid (Dili-white) oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Souri vd. (2007), 9 farkli iran sogan cesidini kullandiklar1 ¢alismada gynogenik bitki
elde etmek amaciyla tomurcuk kiltiiriinii kullanmistir. Gynogenezise tepkinin
genotipler arasinda degisim gosterdigi, en yiiksek embriyo gelisiminin Sefid- e-
Naishabur (%5,06) ve Eghlid- e- Fars (%4,51) gesitlerinden elde edildigi bildirilmistir.
Arastirmada en disik bitki rejenrasyonu Tarom- e- Zanjan (%0,19) cesidinde
gozlenirken, en yiiksek bitki rejenerasyonu ise Eghlid- e- Fars (%2,19) ¢esidinden elde

edilmistir.
2.2 Kiiltiir Ortaminin Bilesimi

Kiiltiir ortami1 ve bilesimi in vitro haploid embriyo ve bitki gelisimini kontrol eden ana
faktordiir (Reed 2005, Chen vd. 2011). Allium tiirlerinde gynogenik haploid bitki elde
etmede tiir ve gesitlerin ortam bilesimi istekleri birbirinden farklidir (Mukhambetzhanov
1997, Murovec ve Bohanec 2012). Genel olarak yumurta, yumurtalik ve c¢icek
tomurcugu kiiltiirlerinde BS5, BDS, MS besin ortamlar1 ile bu ortamlarin modifiye
edilmis bicimleri kullanilmaktadir (Campion vd. 1992, Jakse ve Bohanec 1994, Jakse
vd. 1996, Keller ve Korzun 1996, Martinez vd. 1997, Hasandokht vd. 2000,
Sulistyaningsih vd. 2002, Michalik vd. 2003, Alan vd. 2004, Judkevieiene vd. 2005,
Reed 2005, Ponce vd. 2006, Chen vd. 2011). Ayrica, kullanilan kiiltiir ortamlarina ilave
edilen vitaminler, seker ve biliylimeyi diizenleyici maddeler de gynogenezis iizerinde
onemli etkide bulunmaktadir (Mukhambetzhanov 1997, Bohanec 2009, Murovec ve
Bohanec 2012). Bu nedenle gynogenik haploid embriyolarin elde edilmesinde ortamin
oksin-sitokinin dengesi 6nemlidir. Oksin olarak 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid)

ve NAA (naftalinasetik asit)’in 1-2 mg/I’lik dozlar1 daha iyi sonu¢ vermektedir.
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Sitokinin olarak ise 6-BA (6-benzylaminopurine) ve 2iP (2-izopentiladenin)’in 1-2 mg/I
dozlarinin kullanimi yaygindir (Campion vd. 1992, Geoffriau vd. 1997, Martinez vd.
1997, Alan vd. 2003-2004, Bekheet 2004, Musial vd. 2005, Reed 2005, Sulistyaningsih
vd. 2006, Bohanec 2009, Forodi vd. 2009, Chen vd. 2011). Soganda yapilan
caligmalarda besin ortami bileseni olarak polyaminlerin de oksin ve sitokininler yerine
kullanilabilecegi bildirilmistir (Martinez vd. 2000, Geoffriau vd. 2006, Bohanec 2009).
Ancak kiiltiir ortaminda kullanilacak biiyiimeyi diizenleyici maddelerin standart
konsantrasyonu heniiz kesin olarak belirlenememistir (Keller ve Korzun 1996, Chen vd.

2011, Murovec ve Bohanec 2012).

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
hibritlerini kullanmistir. Arastirmada haploid bitki elde etmek amaciyla anter ve
ovaryum kiiltiirleri kullanilmistir. Arastirici, kullanilan Allium tiirlerinin androgenesise
tepki vermedigini, sadece yumurta kiiltiiri yoluyla haploid bitki elde edildigini
bildirmistir. Kiiltliir ortamina ilave edilen 2,4-D ve BA’nin 10 mol/litre’lik dozlarmin
kallus gelisimini artirdig1, aktif komiir uygulamalarinin ise kallus olusumunu
baskiladig tespit edilmistir. Kullanilan tiir ve ¢esitlerde kallus olusum oranlar1 farklilik
gostermis, en yiiksek kallus olusum oranlarinin A. altaicum, A. fistulosum ve A. porrum’

da meydana geldigini bildirmistir.

Campion vd. (1992), soganda (Allium cepa L.) yaptigi ¢alismada; hem 6n kiiltiir hem de
alt kiltiir ortamina 100 g/l sakkaroz ve on kiiltiir ortammna 2 mg/l 2,4-D ve 6-BA
eklenmesiyle yumurta kiiltiirii yoluyla elde edilen gynogenik embriyo veriminin énemli
derecede arttifim1 bildirmistir. Yumurtalik kiiltiirii yoluyla elde edilen embriyo
veriminin ise BDS ortamina 100 g/l sakkaroz, 1 mg/l NAA ve 2 mg/l 6-BA
eklenmesiyle artis gosterdigi; 100 g/l sakkaroz, 2 mg/l 2,4-D ve 6-BA eklenen BDS
ortami1 kullanildiginda ise direkt ¢igek tomurcugu kiiltiirii yoluyla elde edilen embriyo
verimi yiizdesinde artis oldugu ortaya konulmustur. Arastirma sonucunda, elde edilen
gynogenik embriyo verimi agisindan yumurtalik ve c¢icek tomurcugu kiiltiirleriyle
ortamdaki oksin ¢esidi arasinda yakin bir iligki oldugu tespit edilmistir. 2,4-D’nin hem
yumurtalik hem de ¢igek tomurcugu kiiltiirlerinde, NAA’ nin ise yumurtalik kiiltiiriinde

daha i1y1 sonug verdigi bildirilmistir. Arastirmada elde edilen embriyolarin %36’sindan
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bitki meydana gelmis ve meydana gelen bitkilerin %88,3’iiniin haploid oldugu ortaya

konulmustur.

Ozzambak (1992,) ii¢ farkli besin ortami (MS, B5, Nitsch), %6 ve %12 olmak iizere iki
farkli sakkaroz dozu ve 2iP’in farkli iki dozunun (4 ve 8 mg/l) Carino ve Farinto pirasa
cesitlerinde  haploidi  uyartimina etkilerini  arastirmistir.  Kiiltiirde kullanilan
yumurtaliklar antesisten 3-5 giin once ¢igek tomurcuklarindan izole edilmis ve besin
ortamlara ekilmistir. Ovaryumlarda en iyi gelisme %6 sakkaroz ve 4- 8 mg/l 2iP
eklenen MS ortamindan saglanmis, ancak bitkilerin yumurta hiicrelerinden degil
ovaryum duvarindan veya plasenta dokusundan meydana geldikleri ic¢in diploid

olduklar belirtilmistir.

Jakse ve Bohanec (1994), yaptiklari ¢alismada, farkli ortam bilesimlerinin doért farkli
sogan cesidinden alinan yumurtaliklarda iki asamali kiiltiir uygulamasi yontemiyle
gynogenezis meydana getirme diizeyleri lizerine etkisini aragtirmistir. Arastirmanin ilk
asamasinda, indiikksiyon ortaminda, yaygin olarak kullanilan 2,4-D, PAA (phenylasetic
asit) ile karsilagtirilmis; rejenerasyon ortaminda ise TDZ (thidiazuron)’nin farkli iki
dozu (2 mg/l ve 0,2 mg/l) denenmistir. Aragtirmanin ikinci asamasinda jel ajanlart ve
agarin etkisi incelenirken, li¢lincli asamada ise rejenerasyon ortamina ilave edilen
glimiis nitratin etkileri aragtirilmistir. Analiz sonucglar1 gynogenezis olusumu lizerinde
genotipler arasinda 6énemli farkliliklar oldugunu ve 2,4-D’nin kullanildigi indiiksiyon

ortaminin, PAA’nin kullanildig1 ortama gore daha basarili oldugunu bildirilmistir.

Bohanec vd. (1995), ii¢ 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 arastirmistir. Arastirmada indiiksiyon ortami olarak, B5 ortami
kullanilmis ve ortama 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l BA Kkatilmistir. Rejenerasyon ortami
olarak R;: BDS+ 2 mg/l 2iP+ 1 mg/l NAA ile R,: BDS+ 2 mg/l TDZ (Thidiazuron)
olmak iizere iki farkli ortam kullanilmistir. Yumurtalik kiiltiiriinde en iyi embriyo
rejerenasyonu XPH 3371 ¢esidinde gozlenmistir. Ry ortaminda %7,6; R, ortaminda ise
%5,6 oraninda embriyo rejenerasyonu saglanmistir. Yumurta kiiltlirlinde ise en yliksek
rejenerasyon degeri Ry ortaminda ve Belokranjka ¢esidinde %0,6 olarak belirlenmistir.

Buna ilaveten tiim cesitler icin yumurtalik kiiltiiriinde rejenerasyon oraninin ortalama
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%2,32 yumurta kiiltiirtinde ise %0,15 oldugu gdzlenmistir. Bu bilgiler kiiltiir ortamina
ilave edilen 2 mg/l thidiazuronun (TDZ) rejenerasyon ve in vitro bitki gelismesinde
pozitif etkide bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. Embriyo olusum frekansi iizerine 2 mg/1
2iP ve 1 mg/l NAA igeren R; ortami ile 2 mg/l thidiazuron igeren R, ortami arasinda
fazla fark olmadigi; ancak dis ortam kosullarina alisma evresindeki bitki yiizdesinin R,
ortaminda dort kat daha fazla oldugunu tespit edilmistir. Kok uglarinda yapilan
kromozom sayimlari ile sadece XPH 3371 ¢esidinden 27 haploid bitki elde edilmistir.

Gemesne ve Martinovich (1995), soganda ovaryum kiiltiiriiniin gynogenezise en hizli
cevap veren yontem oldugunu ve en yiiksek gynogenik embriyonun 1 mg/l NAA ve 2
mg/l BA eklenen BDS ortamindan elde edildigini bildirmistir. Direkt siirgiin olusumu
indiiksiyondan ii¢ ay sonra 0,5 mg/l NAA ve 3 mg/l BA igeren BDS ortaminda
gbzlenmistir. Cigcek tomurcugu kiiltiiriinde ise sadece bir genotipte 2 mg/l 2,4-D ve 2
mg/l BA igeren BDS ortaminda embriyo elde edilebilmistir. Cigek tomurcuklar1 2 MS
ortamina transfer edildiginde indiiksiyondan {i¢ ay sonra ¢ok sayida embriyo meydana
geldigi tespit edilmistir. Arastirma sonucu elde edilen bitkilerin 80 tanesinin haploid 20

tanesinin ise diploid oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Jakse vd. (1996), farkli kiiltiir ortamlarinin dort sogan ¢esidinde gynogenik rejenerasyon
lizerine etkilerini arastirmistir. Bu amacla, BS ve BDS ortamlarina farkli dozlarda ilave
edilen biliylimeyi diizenleyicilerin etkisi denenmistir. Arastirmada 2,4-D’nin 2 mg/l;
PAA’nin 100 mg/l; BA’nin 2 mg/l; TDZ nin ise 0,2 ve 2 mg/1’lik dozlar1 kullanilmistir.
Buna gore indiiksiyon ortami olarak; I;: B5+ 2 mg/l 2,4-D+ 2 mg/l BA+ 6 g/l agar, 1,:
B5+100 mg/l PAA+ 2 mg/l BA+ 6 g/l agar ve 1,G: B5+ 2 mg/l 2,4-D+ 2 mg/l BA+ 2 g/l
gellan-gum olmak {izere {i¢ farkli ortam kullanilmistir. Rejenerasyon ortami olarak ise;
Ri: BDS+ 2mg/l TDZ+ 6 ¢/l agar, R,: BDS+ 0,2 mg/l TDZ+ 6 g/l agar, R;G: BDS+ 2
mg/l TDZ+ 2 g/l gellan-gum igerigine sahip ti¢ farkli ortam kullanilmigtir. Arastirma
sonucunda ovaryumlardan en yiiksek embriyo oraninin (%6,04) 11-R; ortamlarindan
elde edildigi tespit edilmistir. Rejenerasyon ortaminda kullanilan thidiazuron (TDZ)’un
2 mg/I’lik dozu 0.2 mg/I’lik dozuna gore daha iyi sonu¢ vermistir. Ayrica indiiksiyon
ortammna eklenen 2,4-D’nin, phenylacetic asitten (PAA) daha yiiksek oranda
rejenerasyon sagladigi da tespit edilmistir. Arastirma sonucunda kiiltiire alinan 10.140

ovaryumdan toplam 120 bitki elde edilmistir. Yapilan ploidi analizleri bu bitkilerin
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17’sinin (%14,2) miksoploid, 24’tintin (%20,0) diploid, 2 tanesinin (%1,7) triploid, 77
tanesinin (%64,2) ise haploid oldugu belirlenmistir.

Martinez vd. (1997), yumurta ve yumurtalik kiiltiirii yoluyla Val 14 INTA ve Torrentina
sogan cesitlerinde in vitro gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etme olanaklarini
arastirmustir. Indiiksiyon ortami olarak: MS ve B5 ortamlar kullanilmis ve bu ortamlara
2 mg/l BA ve 2 mg/l 2,4-D katilmistir. Ortamlarin tiimiine %10 sakkaroz ve %0,75 agar
ilave edilmistir. Dort hafta sonra eksplantlar hormonsuz B5 ve B5+ 3,5 mg/l GA3+ 0.12
mg/l BA+ 2 mg/l IBA) ile B5+ 2 mg/l BA+ 2 mg/l 2,4-D igeren ortamlara transfer
edilmislerdir. Burada gelisen eksplantlar 90 giin sonra 2 mg/l BA ve 2 mg/l 2,4-D iceren
BS5 ortamina transfer edilmistir. Daha sonra ovul ve ovaryumlardan gelisen embriyolar
0,225 mg/l BA ve %2 sakkaroz iceren Y2 MS ortamina transfer edilmistir. Burada
gelisen bitkicikler 0,1 mg/l IBA ve %3 sakkaroz iceren B5 ortamina alinmistir.
Arastirma sonucunda 2 mg/l BA+2 mg/l 2,4-D igeren ortamlarda gelisen ovaryumlarin
%2,83’1iniin bitkiye doniistiigli, bunlarin %0,65’inin haploid oldugu tespit edilmistir.
Aragstiricilar, bliylimeyi diizenleyici maddelerin gynogenezisin baslangic asamasinda
biiylik 6nem tasidigini; gynogenik embriyo veriminin kullanilan cesitlere gore farklilik
gosterdigini, Val 14 INTA ¢esidinin ovaryum gelisiminin Torrentine ¢esidinden daha
fazla oldugunu belirtmislerdir. Aragtirmada kiiltiire alinan toplam 2.640 yumurtaliktan 5
haploid bitki elde edildigi bildirilmistir.

Hassandokht vd. (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 and Klr) sogan c¢esidinin gynogenezise tepkilerini arastirmustir.
Indiiksiyon ortaminda embriyo gelisimini uyartmak amaciyla Fg (BDS+ B5+ 2 mg/l 2,4-
D+ 2 mg/l BA) ve JAF (BDS+ B5+ 2,3,5 trilodobenzoic asit) olmak {izere iki kiiltiir
ortami kullanilmistir. Arastirma sonucunda embriyo olusum orani ve kallus olusturma
yiizdesi lzerinde iki kiltiir ortami arasindaki farkin 6nemli (P<0.05) oldugu ve
kullanilan kiiltiir ortam1 ile gesitler arasinda da interaksiyonun yiiksek oldugu tespit
edilmistir. JAF ortamiyla karsilastirildiginda Fe ortaminda daha fazla embriyo ve kallus
olusumunun sagladig tespit edilmistir. Iran sogan cesitleri i¢inde 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.
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Martinez vd. (2000), soganda gynogenik embriyo ve bitki rejenerasyonu iizerine
poliaminlerin etkisinin arastirildigt ve basarili sonuglarin alindigr ilk aragtirma olan
calismasinda Valcatorce INTA ve Torrentina ¢esitlerinden aliman ¢igek tomurcuklarini
kullanmistir. Arastirmada en yiiksek embriyo veriminin 2 mM putresin ve 0,1 mM
spermidin igeren ortamdan elde edildigini bildirilirken; ortama tek basina putresin
ilavesinin birkag istisna disinda, kullanilan her iki ¢esit icin de hem embriyo hem de
haploid bitki gelisiminde etkili olmadigi ortaya ¢ikarilmistir. En yiiksek embriyo
olusum orani Torrentina ¢esidinde %9.5; Valcatorce INTA ¢esidinde ise %2,8 olarak
belirlenmistir. Ayrica, kiiltiiriin 15. gliniinden sonra 0,1 mM spermidin kullaniminin
embriyo olgunlagsmasi ve bitki olusumunu hizlandirdigi; en fazla haploid bitkinin

(%1,90) Torrentina ¢esidinden elde edildigi de ortaya ¢ikarilmustir.

Nowak (2001), 9 farkli sogan ¢esidi ve 14 sogan 1slah materyali kullanarak yaptigi
calismada embriyo rejenerasyonu igin; hormonsuz, 0,2- 1 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP
iceren ii¢ farkli besin ortami kullanmistir. En iyi embriyo rejenerasyonunun hormonsuz
ortamda meydana geldigini; en yiiksek ¢ogalma oranmin ise 1 mg/l NAA ve 2 mg/l
BAP igeren ortamdan, 0,2 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP iceren ortama ardindan ise

hormonsuz ortama transfer edilen bitkilerde oldugunu bildirmistir.

Michalik vd. (2003), 30 farkli Polonya sogani genotipine ait 32.802 ¢icek
tomurcugunun ve farkli ortam bilesimlerinin kullanildig1 iki y1l siiren ¢alismasinda 310
(9%0,9) embriyo elde etmistir. Arastirmada kullanilan alt1 farkli ortam bilesimi arasinda
en yiiksek embriyo veriminin 2 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l 6-BA ilave edilen B5 veya BDS
ortamindan elde edildigi ve bunu icerisinde 1 mg/l NAA ve 2 mg/l 2iP ilave edilen R
rejenerasyon ortaminin (1 mg/l NAA ve 2 mg/l 2iP eklenen BDS ortami) izledigini
bildirmistir. Ayrica ¢esitlerin ortam bilesimi isteklerinin de birbirinden farkli oldugu,
embriyo veriminin biiyiik oranda genotipe bagli oldugu da arastirici tarafindan ifade
edilmistir. Arastirma sonucunda sadece bir genotipte %10 oraninda embriyo gelisimi
saglanirken 9 genotipte gynogenezis olusumun basarisiz oldugu, 12 genotipte %0,2- 0,8

ve 8 genotipte %1,0- 4,3 oraninda embriyo meydana geldigi tespit edilmistir.
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Bekheet (2004), ovaryum ve ¢igek tomurcugu kiiltiirii ile Giza 6 ¢esidinde haploid bitki
olusumu iizerine yaptig1 c¢aligmada, her iki yontem igin de in vitro’da en yiiksek
farklilasmanin 2 mg/l 2,4-D+ 1 mg/l kinetin igeren kiiltiir ortamindan elde edildigini
bildirmistir. Kiiltiir ortamina %6 sakkaroz ve 60 mg/l adenin siilfat ilavesinin ¢ogalma
kapasitesi ve biiylime oOzelliklerini artirdigini; koklenme igin kullanilan IBA ve
NAA’nm 3 farkli konsantrasyonu arasinda en yiliksek kok olusum orani ve kok/siirglin
sayis1 degerlerinin 2 mg/l NAA igeren kiiltiir ortamindan elde edildigini bildirmistir.
Yapilan kromozom sayimlar1 ovaryumlardan meydana gelen bitkilerin %50’sinin; ¢igek
tomurcuklarindan meydana gelen bitkilerin ise %33’tniin haploid oldugunu ortaya

cikarmugtir.

Geoffriau vd. (2006), soganda (Allium cepa L.) ¢icek tomurcugu kiiltiirii yoluyla
haploid bitki olusumu {izerine kiiltiir ortamina farkli konsantrasyonlarda ilave edilen
poliaminlerin (tyramin, spemidin, spermin) etkisini arastirmistir. Arastirmada Once
kiiltiirde kullanilacak ¢igek tomurcuklarinin igsel poliamin miktarlari belirlenmis ve
poliaminler besin ortamina farkli kombinasyonlarda (1x10 M, 5x10™* M 2x10° M)
eklenmistir. Inokulasyon asamasinda gynogenezise en fazla tepki veren cesitlerde,
serbest ve bagli spremidin seviyesinin yiiksek; putresin, hidroksiputresin/spermidin,
spermin oraninin ise diisiik oldugu tespit edilmistir. In vitro kiiltir sirasinda ise
gynogenezis meydana getirme frekansi diisiikk ¢esitlerde putresin ve tiirevlerinin
seviyesinin yiiksek oldugu, buna karsin gynogenezis kabiliyeti yiiksek ¢esitlerde
spermin ve spermidin seviyesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kiiltiir ortamina
2x10° M miktarinda ilave edilen spemin (%5,4) ve spermidinin (%5,08) gynogenik
embriyo olusumunu 6nemli derecede artirdigi, poliaminlerin belirli dozlarinin kiiltiir
ortamma  eklenmesinin  soganda  gynogenezis  ¢alismalarinda  basar1  igin

kullanilabilecegini belirtilmistir.

Ponce vd. (2006), Valcatorce INTA (Val), Cobriza INTA (Cob) ve Navidena INTA
(Nav) sogan ¢esitlerinde in vitro gynogenezis yoluyla embriyo rejenerasyonu ve haploid
bitki verimini artirmak amaciyla kiiltiir ortamina eklenen veya cicek toplarina
puskiirtme ve enjeksiyon yolu ile CCC (0,1 g/I) uygulamasinin etkisini arastirmistir.
Arastirma sonucunda, ¢icek toplarina piiskiirtme yoluyla uygulanan CCC’in gynogenik

embriyo oranin1 kontrole gore ilic kattan daha fazla oranda artirdifi ve en yliksek
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embriyo olusumunun %4,76 ile Cobriza INTA c¢esidinden elde edildigi ortaya

konulmustur. Putresin ise etkili olmamustir.

Ebrahimi ve Zamani (2009), iki farkli iran sogan cesidinde (Sefid-e Kurdistan, Sefid-e
Neishabour) ¢i¢ek tomurcugu kiiltiirii ile gynogenezis uyartimi iizerine poliaminlerin
(putresin ve spermidin) etkisini aragtirmistir. Cigek tomurcuklar1 6nce BDS ve B5 temel
besin ortamlarinda 0.1 mM spermidin katilmis ve katilmamig ortamlara aktarilmistir.
En yiiksek gynogenik embriyo olusumu (%4,97) 0,01 mM BA, 0,01 mM 2,4-D, 2 mM
putresin ve 0,1 mM spermidin katilmis kiiltiir ortamindan elde edilmistir. Ayrica,
gynogenesise tepkinin c¢esitler arasinda farklilik gosterdigi; en yliksek gynogenik
embriyo olusumunun (%6,90) Sefid-e Kurdistan g¢esidinde meydana geldigi, Sefid-e
Neishabour ¢esidinde ise bu oranin %3,33 oldugu bildirilmistir. Yapilan ploidi analizleri
Sefid-e Kurdistan ¢esidinden elde edilen bitkilerin %72,2’sinin; Sefid-e Neishabour
¢esidinde ise %75,0’min haploid oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Forodi vd. (2009), in vitro’da gynogenik embriyo verimi ve bitki rejenerasyonu iizerine
indiiksiyon ortaminda kullanilan spermidinin etkisini arastirmustir. 3 uzun giin Iran
sogan popiilasyonundan (Sefid-e-Yazd, Ghermez-e-Neyshabor ve Sefid-e-Qom) alinan
¢icek tomurcuklarinin kullanildigi arastirmada kiiltiir ortamina 0,5 mM spermidine, 2
mg/l 2,4-D and 2 mg/l BAP ilave edilmesiyle, embriyo olusumu ve bitki rejenerasyon
oranmin 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir. Ancak tek basina spermidin ilavesinin
embriyo olusumu iizerine engelleyici etkisinin oldugu da tespit edilmistir. En yiiksek
rejenerasyon orant (%1,9) Sefid-e-Qom ¢esidinden elde edilmistir. Arastirmada
maksimum embriyo olusumunun ¢igek tomurcuklarmin kiiltiire alinmasindan sonraki
59-80 giin arasinda meydana geldigi bildirilmistir. Elde edilen embriyolarin %40’1
bitkiye doniisiirken; rejenerantlarin %77,3’linlin haploid, %13,6’smin diploid oldugu

tespit edilmistir.

Bah vd. (2012), Allium chinense’de in vitro’da yumurtalik kiltiirii yoluyla siirgiin
gelisimi ve bitki olusumu {izerine basit ve etkili bir protokol gelistirmek amaciyla
yiriittiigli ¢aligmada, dollenmemis yumurtaliklart 6nce hormonsuz 30 g/l sakkaroz
katilmig MS ortaminda 3 giin siireyle kiiltiire almistir. Ardindan eksplantlar1 steril

sartlarda igerisinde 9,05 uM 2,4-D, 8,88 uM BAP ve 50 g/l sakkaroz i¢eren indiiksiyon
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ortamina (B5) aktarmistir. ki hafta sonra kallus olusturan ovaryumlar farkli dozlarda
2,4-D (4,52 ve 9,05 uM) ve BAP (0, 4,44 ve 8,88 uM) iceren B5 ortamina transfer
edilmistir. Bu ortamda bir hafta tutulan eksplantlar siirglin gelisiminin saglanmasi igin
0,44 uM BAP ve 10,74 uM NAA iceren D5 ortamima (modifiye B5 ortami)
aktarilmistir. Siirgiin ¢ogalmasini saglamak amaciyla; 8,88 uM BAP ve 9,05 uM 2,4-D
iceren ortamda iki hafta tutulan ve kallus olusumu goézlenen ovaryumlar farkli BAP
(17,76- 22,20 ve 26,64 uM) ve 0,44 uM BAP, 537 ve 10,74 uM NAA
kombinasyonlarini i¢eren ortama transfer edilmistir. 8 hafta sonra ovaryumlarin siirglin
meydana getirme yiizdesi belirlenmistir. En yiiksek siirgiin gelisiminin (%60,32) 10,74
uM NAA ve 0,44 uM BAP igeren B5 ortaminda meydana geldigi tespit edilmistir.

Kiiltiir ortaminda karbonhidrat kaynagi olarak kullanilan seker, gynogenik embriyo
verimini etkileyen onemli bir faktordiir. Ortama %3’iin lizerinde seker ilave edilmesi
gynogenik embriyo verimini onemli Ol¢iide etkilemektedir (Keller ve Korzun 1996,
Mukhambetzhanov 1997, Reed 2005, Bohanec 2009, Chen vd. 2011). Kiiltiir ortama
eklenen sakkarozun %10’luk dozunun %5 ve %15’lik dozlarina gore daha iyi sonug

verdigi bildirilmistir (Muren 1989).

Souri vd. (2007), 6 Iran ve 2 Italyan sogan ¢esidinde, in vitro’da farkli seker (sakkaroz,
glikoz ve fruktoz) kaynaklarinin tomurcuk kiiltiirii yoluyla haploid bitki olusumu
lizerine etkilerini aragtirmigtir. Arastirmada, embriyogenesis, bitki rejenerasyonu, bitki
canliligi, camsilagsma ve embriyo olusumu igin gerekli siire degerlendirilmistir. Farkli
ortamlarda kiiltiire alinan toplam 4.758 ¢igek tomurcugundan 64 embriyo (%1,34) elde
edilmistir. En yiiksek ve en diisiikk embriyo olusum oranlar glikoz ve fruktoz iceren
kiiltir ortamlarindan elde edilmistir. En yiiksek embriyogenezis oran1 (%5,06) glikoz
igeren ortamda kiiltiire alinan "Sefid- e- Naishabur" ve sakkaroz i¢eren ortamda kiiltiire
aliman Eghlid- e- Fars (%4,51) ¢esidinden elde edilirken; en yiiksek bitki rejenerasyonu
(%2,19) ve canli bitki oran1 (%63,89) ise Eghlid- e- Fars) ¢esidinden elde edilmistir.
Arastirma sonucunda elde edilen bulgular fruktozun embriyogenezisi azalttigini,
glikozun ise sakkaroz gibi kiiltiir ortaminda karbonhidrat kaynagi olarak basariyla

kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir.
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2.3 Tomurcuk Iriligi

Yumurta, yumurtalik veya ¢icek tomurcugu kiiltiirlerinden basari1 elde edebilmesi i¢in
gereken en Onemli noktalardan birisi, yumurta veya yumurtaligin alindigi c¢igek
tomurcugunun biyiikliigli, yani yumurtaligin fizyolojik olarak i¢inde bulundugu
gelisme donemidir (Mukhambetzhanov 1997, Palmer ve Keller 2005, Reed, 2005, Chen
vd. 2011, Murovec ve Bohanec 2012 ). Ancak inokulasyon zamaninin belirlenebilmesi
icin ovul gelisim asamasiyla ilgili kapsamli ¢alismalar yapilmamistir. Cigek
tomurcuklarinin veya polenlerin gelisme donemi kiiltiire almada uygun zaman olarak
kabul edilmektedir (Mukhambetzhanov 1997, Reed, 2005, Bohanec 2009, Chen vd.
2011). Allium tiirlerinde goriilen protandry nedeniyle erkek ve disi organlar farkli
zamanlarda olgunlasabilmektedir. Dolayisiyla gynogenezis c¢alismalarinda kiiltiire
alacak disi organlarin gelisme sathasinin polen gelisme sathasina gore belirlemek
hatal1 olabilmektedir. Bu nedenle embriyo keselerinin gelisme donemlerinin
belirlenmesi i¢in gerekli mikroskobik analizlerin ve embriyolojik ¢alismalarin yapilmasi
onem kazanmaktadir. Sekerpancari, aycicegi ve ¢eltikte embriyo kesesinin gelisme
donemi yapilan caligmalarla belirlenirken; soganda ise sadece Musial vd. (2005)’in
yaptiklar1 g¢alismada, embriyo kesesinde 2- 4 ¢ekirdek bulunduran orta boy ¢igek
tomurcuklarinin gynogenezis meydana getirme frekansinin daha ytliksek oldugu tespit
edilmistir (Mukhambetzhanov 1997, Bohanec 2009, Chen vd. 2011). Androgenezisin
aksine gynogeneziste disi gametofit inokulasyon asamasinda olgun degildir ve
olgunlagmasini in vitro kiiltiir sartlarinda devam ettirmektedir. Meydana gelen olgun
embriyo keseleri haploid embriyolar1 olusturacak; yumurta hiicreleri, sinerjid ve
antipotal hiicreler gibi haploid hiicrelere sahiptir (Murovec ve Bohanec 2012). Buna
gore kiiltlirde kullanilacak ¢icek tomurcuklar1 ¢igeklenmeden 3- 5 gilin Once,
tomurcuklar acilmadan alinmalidir (Geoffriau vd. 1997, Martinez vd. 1997,

Judkevieiene vd. 2005, Sulistyaningsih vd. 2002-2006, Bah vd. 2012).
Polonya sogan ¢esitlerinin kullanildigi bir ¢alismada 3,4- 4,5 mm c¢apindaki

tomurcuklardan daha yiliksek gynogenik embriyo saglandig: bildirilmistir (Michalic vd.
2003, Alan vd. 2004).
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Musial vd. (2005), soganda ¢i¢ek tomurcugu biiyilikliigliniin in vitro gynogenezis ve
embriyo gelisimi iizerine etkilerini belirlemek amaciyla ¢icek tomurcuklarini ¢aplarina
gore; kiiciik (2,3- 3,0 mm), orta (3,1- 3,7 mm) ve biiyiik (3,8- 4,4 mm) olmak iizere ii¢
farkli gruba ayirmistir. Arastirmada toplam 2.592 ovaryum kullanilmistir. Arastirma
sonucunda, gynogenik embriyo olusumunun tomurcuk biiyiikliigiine gore farklilik
gosterdigi ve en yiksek gynogenik embriyo olusumun kiicik ve orta boy
tomurcuklardan saglandigi ortaya c¢ikarilmistir. Bunun yani sira; kiicik ¢icek
tomurcuklarindaki yumurtaliklarin %83’linlin megaspor ana hiicrelerine sahip oldugu;
%17’sinin ise iki ¢ekirdekli embriyo kesesi meydana getirdigi tespit edilmistir. Orta boy
cicek tomurcuklarinda iki ve dort ¢ekirdekli embriyo keseleri ile olgun embriyo keseleri
sirasiyla %15, %46 ve %40 oraninda olurken; biiyiik ¢icek tomurcuklarinda yalnizca
olgun embriyo keselerinin meydana geldigi bildirilmistir. inokulasyonun 12. giiniinde
olgun embriyo keseleri meydana gelmistir. Kiiltiirtin 2. haftasindan sonra gelisen
embriyolar sadece olgun embriyo keselerinden meydana gelmistir. Histolojik olarak
incelenen ovullerin %5,4’tinde embriyo tespit edilmis, ancak kiiltiiriin ilerleyen

donemlerinde (3- 5 ay sonra) embriyo sayisinda artis (%12,4) oldugu bildirilmistir.

2.4 Ana Bitkinin Yetistirildigi Kosullar

Ana bitkinin yetisme kosullart gynogenezis iizerinde etkili olan onemli faktorlerden
biridir (Javornik vd. 1998, Jakse vd. 2002, Ivchenko vd. 2005, Cho vd. 2006, Murovec
ve Bohanec 2012). Ancak bu konudaki aragtirma sayisi olduk¢a azdir. Ana bitkilerin
olabildigince kontrollii kosullarda yetistirilmesine 6zen gosterilmelidir. Bu nedenle

haploid bitki tiretiminde kontrollii seralar kullanilmaktadir (Szulc vd. 2002).

Ana bitkilerin biiylimesi esnasinda maruz kaldiklar1 sicakligin gynogenik embriyo
verimine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada ana bitkiler 4, 14 ve 18°C olmak iizere
farkli sicaklik degerlerine sahip biiyiitme kabinlerinde yetistirilmistir. Arastirmada en
yiiksek gynogenik embriyo veriminin 14°C’de yetistirilen bitkilerden alinan

tomurcuklardan elde edildigi bildirilmistir (Michalik vd. 2000).

Ivchenko vd. (2005), ana bitkinin yetisme kosullarinin haploidi olusumu {izerine

etkilerini belirlemek amaciyla Khaltsedon ¢esidine ait baglar1 sera ve arazi kosullarinda
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yetistirmistir. Bitki rejenerasyonunun kiiltiirde kullanilan ¢igek tomurcuklarinin
fizyolojik gelisme donemine bagli olarak degistigini, en yiiksek rejenerasyon oraninin
(%2,30) ¢icek topunun ilk halkasindaki tomurcuklardan izole edilen ddllenmemis
ovaryumlardan elde edildigi tespit edilmistir. Benzer sekilde sera kosullarinda
yetistirilen bitkilerden elde edilen gynogenik rejenerasyon oraninin agik arazide

yetistirilenlerden daha yiiksek oldugu da tespit edilmistir (Szulc vd. 2002).

2.5 Tomurcuklara Yapilan On Uygulamalar

Sicak veya soguk soklari, beslenme noksanliklar: gibi stres uygulamalari gynogenezisi
etkileyen onemli faktorlerdendir (Bohanec 2009, Chen vd. 2011). Gynogenezisin
meydana gelmesi igin disi gametin gelisme yoniiniin gametofitik sathadan sporofitik
safhaya gecisi stres kogullarmin yoklugunda giiglesmektedir. On uygulamalar ¢igek
tomurcuklari, tomurcuklardan izole edilmis ovuller veya cicek toplar1 gibi farkl tip ve
gelisme donemlerindeki eksplantlara uygulanabilmektedir. On uygulamalarm siiresi,
yontemi ve etkisi de kullanilan eksplantlara gore farklilik gostermektedir (Chen vd.
2011). Ancak 6n uygulamalar ile ilgili calisma sayisi oldukca azdir. Bugday ve
sekerpancarinda yapilan ¢aligmalarda soguk uygulamalarmin embriyogenezis iizerine
olumlu etkisinin oldugu; bunun aksine hiyarda ise sicaklik uygulamalarinin tesvik edici
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ancak diislik ve yiiksek sicaklik uygulamalarinin ve
On biiylitme ortamindaki besin elementi noksanliklarinin in vitro gynogenezis lizerine
uyarict etkisinin olmadigi da bildirilmistir (Bohanec 2009, Chen vd. 2011). Soganda
yapilan bir ¢aligmada 30°C sicaklik 6n uygulamasinin embriyo rejenerasyonunun
baskilanmasina neden oldugu, soguk uygulamalarinin ise ya hi¢ etki etmedigi ya da

negatif etkilerinin oldugunu bildirmistir (Keller ve Korzun 1996).

Keller (1990Db), farkli Allium tiir ve ¢esitlerini kullandig1 ¢alismasinda kiiltiirden 6nce
cicek tomurcuklaria uygulanan diisiik sicakligin 6zellikle pirasada engelleyici etkisinin

oldugu, hibrit ¢esitlerde ise hicbir etkisinin olmadigini tespit etmistir.
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Puddephat vd. (1999), acik tozlanan ve hibrit ¢esitler ile farkli 1slah hatlarinin yer aldigi
sekiz farkli sogan genotipinden acik arazi kosullarinda elde ettikleri baglar1 kis aylarinda
depoladiktan sonra Ocak ve Nisan aylar1 arasinda dikmislerdir. Bitkiler baslangicta
minimum 18°C sicakliga ve suni aydinlatmayla giinde 14 saate ¢ikarilmis suni 151k
altinda yetistirmislerdir. Cigeklenme doneminin basinda bitkilerin bir kismi1 10°C ve
15°C sicaklik ve dogal 1siklanma sartlar1 bulunan biiylitme kabinlerine bir kism1 ise sera
sartlarinda ¢igeklenmeye birakilmistir. 10°C’de biiyliyen c¢icek tomurcuklari, ¢icek
tomurcuklarin agmasina yakin donemde 15°C sicaklia sahip biiylitme kabinine
alimmistir. Deneme sonucunda 15°C sicaklikta 6n uygulamaya tabi tutulan bitkilerden
alinan cicek tomurcuklarinin gynogenezise tepkilerinin sera sartlarinda yetistirilen veya
10°C sicakliga maruz birakilan bitkilerden on kat daha yiiksek oldugunu ortaya

cikarmustr.

Hassandokht ve Campion (2002), 6 Iran ve 2 Italyan sogan cesidinde haploidi
olusumunda sicakligin etkilerini belirlemek amaciyla yaptigi calismada, kiltiirdeki
tomurcuklara 17°C’lik sicaklik uygulamasinin haploidi olusumu iizerine kisitlayici
etkisinin oldugunu ve ovulden diploid bitki meydana gelme oranini artirdigim

bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Arastirma 2011-2012 yillarinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii ile Kilis 7 Aralik Universitesi Tarimsal Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne ait

deneme alaninda yiiritiilmiistiir.

3.1 Materyal

3.1.1 Sogan materyali

Arastirmada bitkisel materyal olarak her iki deneme yilinda da Bayram Tohumculuk
firmasina ait Bayram 1 ve Yakut sogan cesitlerine ait baslar kullanilmistir. Baslar her 2
yilda da Bayram Tohum Firmasi’ndan temin edilmistir. Denemenin ikinci yilinda ise bu
cesitlere ilave olarak gynogenik haploid sogan iiretiminde tanik bitki olarak kullanilan
301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinin tohumlar1 cesidi gelistiren Wisconsin Universitesi’nde
gorev yapan Prof. Dr. Michael J. Havey’den temin edilmistir. Bu tohumlarin ekilmesi
ile elde edilen baslar denemenin 2. yilinda kullanilmigtir (Sekil 3.1). Sogan ¢esitlerinin

ozellikleri asagida belirtilmistir.

Bayram 1: Kahverengi kabuklu, bas sekli yuvarlak, et rengi beyaz, agikta tozlanan uzun

giin ¢esididir. Dekara verimi ortalama 8-10 ton’dur.

Yakut: Kabuk rengi kirmizi, et rengi pembe ve yuvarlak-uzun bas sekline sahip uzun

giin ¢esididir. Dekara verimi 4-7 ton’dur (Anonim 2013c).

301-OH-SXN-1: Haploidi meydana getirme frekansi ortalama %12 olan ve gynogenik
haploid sogan iiretiminde kontrol olarak kullanilan, sar1 bas rengine sahip uzun giin

sentetik sogan ¢esididir. (Havey ve Bohanec 2007).
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' 301-OH-SXN-I

Sekil 3.1 Deneme kullanilan sogan ¢esitleri

3.1.2 Tunceli sarimsagi

Ulkemizde Tunceli sarimsagi olarak bilinen ve iilkemizin endemik tiirleri arasinda yer
alan Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’a ait baslar
kullanilmistir. Denemenin ilk yilinda A.U.Z.F. Bahge Bitkileri Béliimii’ne ait
Sebzecilik Arastirma ve Uygulama Bahgesi’ne dikilmek {izere Tunceli ilinden temin
edilen Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’a ait 48 adet bas
kullanilmistir. 2. y1l denemelerinde ise 620 adet bas iiretim parseline dikilmek {izere
yine Tunceli ilinden getirtilmistir. Allium tuncelianum’a ait baslar sekil 3.2.°de

goriilmektedir. Allium tuncelianum’un bas ve bitki 6zellikleri de asagida belirtilmistir.
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Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci): tek disli, 1-2 adet kabugu
ve kabuklarin arasinda kiigiik dis benzeri olusumlar bulunduran Allium tuncelianum
kiiltiir sarimsagi aromasina sahip, ¢igeklenip tohum verebilen endemik bir tirdir

(Yanmaz ve Ermis 2005).

Allium lum'eliam:mJJ

Sekil 3.2 Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’a ait baslar

3.2 Yontem
3.2.1 Sogan ¢alismalan
3.2.1.1 Dikim zamaninin gynogenik embriyo olusumuna etkisinin belirlenmesi

Dikim yerinin hazirlanmasi: Ana bitkilerin yetistirildigi parsel, sonbaharda derin
ilkbaharda ise ¢apa motoru ile yiizlek olarak islenmistir. Bitkilerin sulanmasinda damla
sulama sisteminden yararlanilmigtir. Denemenin 2. yilinda ana bitkilerin geligimini
tesvik etmek amaciyla 350- 400 g/da kati giibre (Novachem 18-18-18+ME) damlama

sulama suyuna karigtirilarak verilmistir.
1.Y1l:

Sogan baglarmin dikim tarihinin haploid embriyo olusumuna etkisini belirlemek
amaciyla denemenin birinci yilinda (2011) Bayram 1 ve Yakut sogan gesitlerinin her

birinden 100’er adet tohumluk bas, A.U.Z.F Bahce Bitkileri Boliimii’ne ait Sebzecilik
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Arastirma ve Uygulama Bahgesi’nde hazirlanan parsele 50x50 cm sira arasi ve iizeri
mesafelerle dikilmistir. Dikim zamani olarak 20 Nisan, 1 Mayis ve 10 Mayis tarihinde
olmak iizere ii¢ donemde dikim yapilmasi planlanmis, ancak bu dikim zamanlarina denk
gelen donemdeki asir1 yagislar nedeniyle dikimler sadece 3 ve 17 Mayis tarihlerinde

yapilabilmistir. Dikim sonrasinda arazide gelisen sogan bitkileri sekil 3.3- 3.4’de

goriilmektedir.

Sekil 3.3 Birinci deneme yilinda 1. Dikim donemindeki bitkilerin dikimden 46 giin
sonraki gelisme durumlari

Sekil 3.4 Birinci deneme yilinda II. Dikim donemindeki bitkilerin dikimden 32 giin
sonraki gelisme durumlari
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Wisconsin Universitesi’nden temin edilen 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidine ait tohumlar
30.03.2011 tarihinde Kilis 7 Aralik Universitesi Tarmmsal Arastirma ve Uygulama
Merkezi’ne ait deneme alaninda hazirlanan parsele ekilmis ve baslar elde edilmistir

(Sekil 3.5).

Sekil 3.5 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidine ait bitkilerin arazideki goriiniimii

2. Yil:

Ikinci deneme yilinda; Bayram 1 ve Yakut sogan cesitlerine ait baslar sira iizeri 30 cm,
sira aras1 50 cm mesafede ve 3 farkli dikim zamaninda (Cizelge 3.1) A.U.Z.F Bahge
Bitkileri Boliimii’ne ait Sebzecilik Arastirma ve Uygulama Bahgesi’nde hazirlanan
parsele dikilmistir (Sekil 3.6-3.8). Ancak 301-OH-SXN-1 g¢esidinden elde edilen
baslarin az sayida olmast nedeniyle tek dikim zamam kullanilmistir. 2. Yil
denemelerinde dikilen bas sayist artirilmis, dikim zamanlarina gore dikilen bas sayisi

cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Denemenin ikinci yilinda kullanilan sogan baslarinin dikim zamanlar1 ve

dikilen bag sayilar
) Dikim zamani Bas
Sogan ¢esidi _ __ _
1.dikim 2.dikim 3.dikim sayisi
Bayram 1 27.03.2012 24.04.2012 14.05.2012 | 310/167/173
Yakut 27.03.2012 24.04.2012 14.05.2012 | 344/177/186
301-OH-SXN-1 01.11.2012 32

TR TGRS W g

Sekil 3.6 ikinci deneme yilinda 1. Dikim ddénemindeki bitkilerin dikimden 76 giin
sonraki gelisme durumlari
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Sekil 3.7 Ikinci deneme yilinda II. Dikim donemindeki bitkilerin dikimden 49 giin
sonraki gelisme durumlari

Sekil 3.8 ikinci deneme yilinda III. Dikim dénemindeki bitkilerin dikimden 29 giin
sonraki gelisme durumu
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3.2.1.2 Tomurcuk iriliginin haploid embriyo olusumuna etkisinin belirlenmesi

Soganlarda gynogenezis yoluyla haploid bitki elde edilmesinde tomurcuk iriligi etkili
olan faktorlerden biridir. Arastirmada, daha once yapilan arastirma sonuclar1 dikkate
alinarak (Alan 2003,2004) 3 farkli tomurcuk iriligi denemeye alinmustir. In vitro dikim
asamasina gelmis cicek tomurcuklart (Sekil 3.9), cigcek toplarindan alindiktan sonra
caplarina gore kiigiik (<2- 2,5 mm), orta (3- 4,5 mm) ve biiyiikk (> 4,5 mm) olmak {izere

ti¢ farkli gruba ayrilmstir.

Sekil 3.9 In vitro dikim asamasina gelmis ¢icek toplar1 ve ¢igek tomurcuklari

Ancak denemenin ilk yilinda her 2 ¢esitte de biiyiikk boy (>4,5 mm) ¢igek tomurcugu
elde edilememistir. Sekil 3.10°da iriliklerine goére smiflandirilmis tomurcuklar

goriilmektedir.

30



o ikl e LY A s e A DA T

Sekil 3.10 Denemenin birinci yilinda kullanilan sogan ¢esitlerine ait farkli irilikteki
c¢icek tomurcuklari

Denemenin 2. yilinda ise 2 sogan ¢esidinde (Yakut ve Bayram 1) her 3 irilik sinifina
giren tomurcuk gelisimi saglanmigtir. Tomurcuk iriligi ¢aligmalarina denemenin 2.
yilinda giren 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde gerek bas sayisinin gerekse ¢iceklenen
bitki sayisinin yeterli olmamasi1 nedeniyle orta boy (3- 4,5 mm) ¢icek tomurcuklart

kiiltire alinabilmistir (Sekil 3.11- 3.12).

Sekil 3.11 Denemenin ikinci yilinda kullanilan sogan ¢esitlerine ait farkli irilikteki ¢icek
tomurcuklari
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301-OH-SXN-1

Sekil 3.12 301-OH-SXN-1"¢ ait orta boy ¢icek tomurcuklari

3.2.1.3 Besin ortamimin hazirlanmasi ve ortam bilesiminin haploid bitki elde
edilmesine etkisi

Gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etme calismalarinda 6n kiiltlir, alt kiiltiir,
bliyime ortam1 ve rejenerasyon orami olmak iizere farkli ortam bilesimleri
kullanilmaktadir (Yarali ve Yanmaz 2013). Arastirmada 6n kiiltiir ortaminda farkli

oksin-sitokinin kombinasyonlari etkisi denenmistir.
On kiiltiir (indiiksiyon) ortam:

On kiiltiir ortam1 olarak soganda in vitro gynogenik embriyo uyartiminda basarili
sonuglar veren BDS (Dunstan ve Short 1997) ortami kullanilmistir (Keller 1990a,
Campion vd. 1992, Jakse vd. 1996, Bohanec ve Jakse 1999, Puddephat vd. 1999, Alan
vd. 2003-2004, Musial vd. 2005, Cho vd. 2006). Cizelge 3.2°de BDS besin ortaminin
bilesimi verilmistir. BDS ortaminda ilk y1l 2,4-D ve BAP’1n 2 ser dozu (1 ve 2 mg/l) ve
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bunlarin kombinasyonlar1 denenmistir. ilk yil sonuglar1 dikkate alinarak 2. yilda 2,4-

D’nin 2mg/I’lik dozu ile BAP’1n 1 ve 2 mg/I’lik dozu kullanilmistir.

Cizelge 3.2 Tomurcuk ve yumurtalik kiiltiiriinde kullanilan BDS ortaminin bilesimi

Kimyasal madde \ Miktar (mg/l)
BDS makro elementler (10x)

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

COC|2.6H20 2,5
CuS0,4.5H,0 3,9
Kl 75
MnS0O,.5H,0 1320
Na,M00,4.2H,0 25
ZnS0,4.7H,0 200
Fe EDTA (100x)

FeSO,.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 ajani (g/1)

Agar (phytagar) 7,2
pH 6,0

On kiiltiir ortaminda gelisen eksplantlar 6- 7 hafta sonra alt kiiltiir (B1) ortamina transfer

edilmistir (Alan vd. 2003). B; ortaminin bilesimi ¢izelge 3.3’de verilmistir.
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Cizelge 3.3 B; ortaminin bilesimi

Kimyasal madde Miktar (mg/l)
MS makro elementler (10x)

KNO; 19000
NH;NO; 16500
C&C|2.2H20 4400
MgS0,.7H,0 3700
KH,PO, 1700
MS mikro elementler (100x)

H3BOs 620
MnS0O,.5H,0 2300
ZnS0,4.7H,0 86
Kl 8
Na,M00O4.2H,0 2
COC|2.6H20 2,5
CuS04.5H,0 2,5
Fe EDTA (200x)

FeSO,.7H20 5560
Na,EDTA.2H,0 7460
NH,PO, 250
Vitaminler

MS thiamine-HCI 2
MS myo-inositol 500
Pyridoxine-HCI 1
Nikotinik asit 1
Capanthothenate 1
L-proline 200
Glycine 0,2
Biotin 0,01
Folik asit 1
Jellesme ajani (g/1)

Agar (phytagar) 7,2
pH 6,0

Alt kiiltiir (B;) ortaminda gelisen in vitro bitkicikler biiylime ortamina (EM)
aktarilmistir (Jakse vd. 2003). Biiyiime ortaminin bilesimi gizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4 Biiylime ortaminin (EM) bilesimi

Kimyasal madde \ Miktar (mg/l)
BDS makro elementler (10x)

NH;H,PO, 2300
CaCl,.2H,0 1500
NaH2PO4.H20 1500
KNO; 25300
(NH,4),SO, 1340
NH;NO3 3202
BDS mikro elementler (100x)

CoCl,.6H,0 2,5
CuS0,4.5H,0 3,9
KI 75
MnS0O,.5H,0 1320
NazMOO4.2H20 25
ZnS0,4.7H,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/1)

Agar (phytagar) 7,2
Sakkaroz 30
pH 5,9

Biiylime ortaminda gelisen ve 3-4 gercek yapraga sahip olan bitkilerde ploidi seviyesi
belirlenmistir. Haploid oldugu belirlenen bitkilerde kromozom katlanmasini saglamak
amaciyla sivi M4 ortami kullanilmig, kromozom katlamasi yapilan eksplantlar bitki
rejenerasyonunun saglanmasi amaciyla katt M4 ortamima dikilmistir. M4 ortaminin

bilesimi ¢izelge 3.5’de goriilmektedir (Campion vd. 1995).
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Cizelge 3.5 Kromozom katlamasi ve kromozom katlamasi yapilmis eksplantlarda
stirglin ve kok gelisimini saglamak i¢in kullanilan rejenerasyon ortaminin

(M4) bilesimi

Kimyasal madde

Miktar (mg/l)

BDS makro elementler (10x)

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

CoCl,.6H,0 2,5
CuS0,.5H,0 3,9
Kl 75
MnS0O,.5H,0 1320
Na,M00,.2H,0 25
ZnS0O,.7H,0 200
Vitaminler

MS thiamine-HCI 2
MS myo-inositol 500
Pyridoxine-HCI 1
Nikotinik asit 1
Capantothenate 1
Karbonhidrat ve jellesme ajam (g/l)

Agar (phytagar) 7,2
Sakkaroz 40
pH 5,9

Besin ortamlarina karbonhidrat kaynagi olarak ilk yil, soganda yapilan in vitro haplodi
caligmalarinda embriyo verimini artirdigi belirtilen sakkarozun %5 ve %10’luk dozlari
kullanilmigtir (Muren 1989, Campion vd. 1992, Jakse vd. 1996, Bohanec ve Jakse 1999,
Judkevieiene vd. 2005, Musial vd. 2005). Denemenin ikinci yilinda ise ilk yil
denemelerinde eksplant gelisme durumu dikkate alinarak %35’lik seker dozu

kullanilmuastir.

On kiiltiir ortamina 7,2 g/l oraninda agar (phytagar- Merck) ilave edilerek ortam pH’s1
6.0 olarak ayarlanmistir (Bohanec ve Jakse 1999, George vd. 2008). Ortamlar 121°C’de
20 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmis ve 7 cm ¢apindaki petrilere her petriye 20

ml olacak sekilde doldurulmustur.
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3.2.1.4 Kiiltiir yonteminin haploid bitki olusumuna etkisinin belirlenmesi

Allium tiirlerinde gynogenik embriyo uyartiminda kiiltiire alma ydnteminin etkisi
yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur. Gynogenezis yoluyla haploid embriyo elde
edilmesinde kullanilan 2 ana yontem bulunmaktadir. Bu yontemler tomurcuk ve
yumurtalik kiiltiirii yontemleridir. Denemede her 2 yontem de kullanilmistir. Her iki

yontemde de cigeklenmeden 3-5 gilin Onceki asamadaki ¢icek tomurcuklarini tagiyan

cicek toplar1 sabahin erken saatinde sapli olarak kesilmis ve laboratuvara getirilmistir.

Sekil 3.13 Suda bekletilen ¢igek toplar1 ve bu cicek toplarindan alinarak kiiltiirde
kullanilan ¢igek tomurcuklari

Denemenin ikinci yilinda tomurcuk gelisiminin yogun oldugu giinlerde c¢icek
tomurcuklarinin gelisimini yavaslatmak amaciyla ¢icek tomurcuklar1 acilmadan 5 giin
once ana bitkiden aliman ¢igek toplar1 laboratuvarda vazolara konmus ve g¢icek

tomurcuklar1 bu ¢icek toplarindan alinmastir.

Acilmamis ¢igek tomurcuklar: bir kenara ayrilmis ve iriliklerine gére siniflandirilmistir.
Siniflandirilan tomurcuklar igine % 70’lik ethanol ¢ozeltisi icinde 3 dakika bekletilmig
ve siiziilmigtir. Stiziilen tomurcuklar %15°lik clorox ¢ozeltisi (%0,9 sodyum

hipoklorit+%0,1 tween-20) igerisinde 30 dakika tutulmustur. Daha sonra steril kabinde
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3 defa gift distile su ile yikanarak sterilizasyon islemi tamamlanmistir (Alan vd. 2003).

Sekil 3.14’de tomurcuklarin alinmasi ve sterilizasyonu goriilmektedir.

Sekil 3.14 Soganlarda ¢igek tomurcuklarinin sterilizasyon agamalari

a. Cigeklenme asamasindaki tomurcuklar, b. Cigek tomurcuklarinin %70°lik etanol igerisinde 3 dakika

tutulmasi, c. Cigek tomurcuklarmin %15°lik clorox ¢ozeltisinde 30 dakika tutulmasi, d, e, f. Cicek
tomurcuklarinin ¢ift distile su ile yikanmasi, ¢alkalanmasi ve siiziilmesi, g. Sterilize edilen ¢igek
tomurcuklarindan kalan suyun kurutma kagidi yardimiyla uzaklastirilmasi

38



Cicek tomurcugu Kkiiltiirii:

Sterilizasyon islemi tamamlanan tomurcuklar steril kabin icinde c¢icek saplari
kesildikten sonra besin ortami konulmus petri kutularina, her birinde 25°er adet
tomurcuk olacak sekilde dikilmistir (Sekil 3.15). Daha sonra petri kaplar1 hava
almayacak sekilde stre¢ film ile sarilmis ve 25°C’de 16/8 saat giin uzunluguna
ayarlanmis iklim odasinda kiiltiire alinmistir. Ilk deneme yilinda Bayram 1 sogan
¢esidinde 7500, Yakut sogan gesidinde 15000 ¢icek tomurcugu; 2. deneme yilinda
Bayram 1 ve Yakut ¢esidinden 10125%er, 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinden ise 1125

tomurcuk 6n kiiltiir ortamina dikilmistir.

Sekil 3.15 Cigek tomurcuklarinin tomurcuk kiiltiirii yontemi ile on kiiltiir ortamina
dikilmesi

a. ¢igek tomurcuklarmin ¢igek saplarinin kesilmesi, b. Cigek tomurcuklarinin besin ortamina dikilmesi
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Yumurtalk (ovaryum) kiiltiirii: Yukarida belirtilen sekilde alinan ve sterilize edilen
cicek tomurcuklari sekil 3.16°da goriildiigii gibi steril kabin i¢inde bir bistiiri yardimiyla
canak ve ta¢ yapraklar kesilerek yumurtalik izole edilmistir Daha sonra izole edilen
yumurtaliklar besin ortami konulmus petrilere, her birinde 25’er adet yumurtalik olacak
sekilde dikilmistir (Keller 1990a, Campion vd. 1992, Martinez vd. 1997). Denemenin
ilk y1linda Yakut sogan ¢esidinde 15000 Bayram 1 sogan ¢esidinde ise 7500 yumurtalik

On kiiltiir ortaminda kiiltiire alinmstir.
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Sekil 3.16 Yumurtalik kiiltiiriiniin agamalar1

a. Cicek tomurcuklarinin bisturi yardimiyla agilmasi, b. Yumurtaligin ¢igcek tomurcugundan ¢ikarilmasi,
¢. Cigek tomurcugundan izole edilen yumurtaligin besin ortamina dikilmesi
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Sekil 3.17°de ¢i¢ek tomurcugu ve yumurtalik kiiltiirii yoluyla besin ortamina dikilen

eksplantlar goriilmektedir.

Sekil 3.17 Bayram 1 sogan ¢esidinde On kiiltiir ortamina dikimi yapilan
a. Cigek tomurcuklari, b.Yumurtaliklar

3.2.2 Eksplantlarin alt kiiltiir ortamina (B;) transfer edilmesi

On kiiltiir ortaminda gelisen sogan cesitlerine ait eksplantlar dikimden 6-7 hafta sonra
100 g/l sakkaroz, 1 mg/l NAA (Naphthalene acetic acid) ve 2 mg/l 2iP (Isopentenyl
adenine) igeren B; kiiltiir ortamina transfer edilmistir (Sekil 3.18) (Alan vd. 2003).
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Sekil 3.18.a.0n Kkiiltiir ortamma dikimi yapilmis 301-OH-SXN-1 ¢esidine ait
tomurcuklar, b. B; ortaminda gelismekte olan 301-OH-SXN-1 ¢esidine ait
tomurcuklar (69. giin), c¢. On kiiltiir ortamina dikimi yapilmis Yakut sogan
¢esidine ait tomurcuklar, d. B; ortaminda gelismekte olan Yakut sogan
cesidine ait tomurcuklar (61.giin)

3.2.3 Gelisen bitkiciklerin biiyiime ortamina (EM) transfer edilmesi

B; ortaminda gelisen in vitro bitkicikler biiyiime ortamina transfer edilmistir. Bu amagla
Alan vd. 2003, Jakse vd. 2003 tarafindan Onerilen ve igerigi ¢izelge 3.4’de verilen EM
besin ortami1 kullanilmistir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19.a.Biiyiime ortamina aktarilan in vitro bitkicikler, b. Biiylime ortaminda
gelismesini siirdiiren bitkiler (98. Giin)

3.2.3 Yapilan 6lciim ve degerlendirmeler
3.2.3.1 Eksplant gelisim asamalarinin belirlenmesi

On kiiltir ortamina alman eksplantlarda (tomurcuk ve yumurtalik Kiiltiirlerinde)
dikimden 1 hafta sonra gozlem ve 6l¢lim ¢alismalar1 baglamistir. Kiiltiirlerde asagida
belirtilen gelisme asamalar1 degerlendirilmis ve bu degerler sayisal olarak belirlenmistir.

Sekil 3.20°de farkli gelisme asamalarindaki eksplantlar goriilmektedir.
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Sisme: Dikim sonrasi tomurcuk ve yumurtaliklarda biiylimeye bagli hacim artigi sisme

olarak kabul edilmistir. Degerlendirme gozlem seklinde yapilmustir.

Kallus olusturma: Tomurcuk ve yumurtalikta eksplantin dip kisminda kallus dokusu

olusup olusmama durumu say1 ve yiizde olarak belirlenmistir.

Siirgiin olusturma: Eksplantlardan siirglin gelisimi yumurtaligin iginden ¢ikan veya

kallustan siirgiine doniisme seklinde degerlendirilmistir.

Kok olusturma: Eksplantlardan kok olusturanlar say1 ve % olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.20 Kiiltiir ortamindaki farkli gelisme asamalarindaki eksplantlar

a. On Kkiiltiir ortamina yeni alinmis tomurchlar, b. On kiiltiir ortaminda tomurcuklarin acilmasi, c. On
kiiltiir ortaminda tomurcuklarin sismesi d. On kiiltlir ortaminda yumurtaligin sismesi, e. Dip kisimdan
kallus olusumu, f. Siirgiin gelisimi, g. Kok gelisimi, h. Hem kdk hem siirgiin olusumu
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3.2.3.2 Camsilasan ve enfeksiyonlu eksplant sayisimin belirlenmesi

Dikim sonrast sogan eksplantlarinda camsilasma ve enfeksiyon nedeniyle yasanan

kayiplar say1 ve oran olarak belirlenmistir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21 Yumurtalik ve tomurcuklarda camsilasma ve mantari, bakteriyel ve
tripslerden kaynaklanan enfeksiyonlar

3.2.3.3 Ploidi seviyesinin belirlenmesi

Denemede elde edilen bitkiciklerin gelisimi izlenmis ve tig-dort yaprakli asamaya 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
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belirlenmistir. Flow sitometri ile yapilacak ol¢iimlerde kullanilmak iizere petri kabinin
icerisine Olglimleri yapilacak A. cepa bitkisinin ve kontrol olarak kullanilan yulaf
(Avena sativa L.) bitkisinin taze siirgiinlerinden yaklasik 50 g (6-8 cm) kadar 6rnek
almistir. Orneklerin iizerine 1,5 ml ¢ekirdek izolasyon tamponu (NIB) ilave edilmistir.
Analiz i¢in kullanilan NIB izolasyon ¢dzeltisinin igerigi ¢izelge 3.6’da verilmistir. NIB
icinde bulunan dokular jilet yardimi ile ¢ok ince olarak kiyilarak homojenize edildikten
sonra 37 um’lik porlara sahip naylon filtreden gecirilerek 2 ml’lik tiiplere aktarilmistir.
Bu islemin ardindan tiipteki oziitler 10.000 devir hizda 5 saniye santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme isleminden sonra tiipiin kaidesinde yapismis olan DNA’nin {izerinde
kalan tiim sivi dokiilmiis ve 500 pl NIB eklenerek tiipler vortekslemistir. Ardindan
tiplere 10 pl propidium iodide (PI) stok ¢ozeltisi (I 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 cikan pikler Arumuganathan ve Earle (1991)’e gére “Ornegin niikleer DNA
miktar1 = (Ornek A. cepa bitkisinden ¢ikan floresan degeri/ Avena sativa mn floresan
degeri) X 23,45 pg (kontrol olarak kullanilan Avena sativa nin DNA miktar1)” seklinde
hesaplanarak orneklerin DNA miktarlar1 ve ploidi seviyeleri belirlenmistir (Alan vd.

2003). Flow sitometri ile yapilan ploidi analizi asamalar1 sekil 3.22-3.23’de verilmistir.

Cizelge 3.6 Cekirdek izolasyon tamponu (NIB)*

Kimyasal Kimyasal miktari Final konsantrasyon miktari
HEPES 360 mg 15 mM
Na,EDTA 37,22 mg 1 mM

KCI 597 mg 80mM

NaCl 116,9 mg 20mM

Triton X-100 200 % 0,2 (VIV)

Siikroz 10,3 g 300 mM

Spermin 17,4 mg 0,5mM

PVP-40 19 %1

“ NIB tamponu hazirlandiktan sonra pH s1 7,5 olarak ayarlanir ve kullanilana kadar -20° C de saklanur.
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Sekil 3.22.a.Qmeklerin alinmas1 ve Orneklere izolasyon ¢ozeltisinin eklenmesi,
b.Izolasyon ¢ozeltisi damlatilan 6rneklerin kesilmesi ve siiziilmesi
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Sekil 3.23. c.Omneklerin santifiiriijlenmesi ve santifiiriijlenen &rneklere izolasyon
coOzeltisinin eklenmesi, d. Izolasyon c¢ozeltisi eklenen Orneklerin
vortekslenmesi ve flow sitometri ile ploidi seviyesinin belirlenmesi
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3.2.3.4 Haploid bitkilerde kromozom sayisimin katlanmasi (dihaploidlestirme)

Kromozom sayimi ile haploid oldugu belirlenen bitkilerde kromozom katlamasini
saglamak amaciyla 2-4 aylik haploid bitkilerin kokleri tiraslanarak alt kisimdan itibaren
yaklasik 15 mm uzunlugunda olacak sekilde yaprak uclar1 kesilmistir. Bazal eksplantlar
200 mg/1 kolhisin igeren sivi M4 ortaminda 48 saat siireyle tutulmustur. Bu islemin
ardindan steril kosullarda 3 defa steril sudan gegirilen Ornekler, siirgiin ve kok
gelisiminin saglanmasi amaciyla 20 ml kat1 M4 ortami iceren petrilere aktarilmistir
(Alan vd. 2004). (Sekil 3.24). M4 ortamina aktarilan eksplantlar burada geliserek
bitkiye dontigmiistiir (Sekil 3.25).

Sekil 3.24 Haploid bitkilerde kromozom katlama islemi agamalari

a.Kromozom katlamasi yapilacak in vitro bitkicik, b. Koklerin traglanmasi, c¢. Siirgiinleri kesilerek
hazirlanmis ve katlama ortamina yerlestirilmis eksplant, d. Katlama isleminin ardindan distile sudan
gecirilen eksplant, e.Kok ve siirglin rejenerasyonunun saglanmasi amaciyla katt M4 ortamina dikilen
eksplant
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Sekil 3.25 Rejenerasyon ortaminda gelisen eksplantlarin bitkiye dontistimii
3.2.3.5 Bitkilerin dis ortam kosullarina ahstirilmasi

Kromozom katlama isleminin ardindan M4 ortamina aktarilan 3-4 gercek yaprakli
bitkiler plastik saksilara dikilmistir. Nem kaybini engellemek amaciyla plastik ortii ile
kaplanan saksilarda havalanmay1 saglamak amaciyla ortiiler birkag¢ yerinden delinmis ve
biiylitme odasina (ZOOC, 13 saat aydinlik 11 saat karanlik ve nem kontrollii) transfer
edilmistir. Burada yaklagik iki hafta kalan saksilarin iizerinden plastik ortiiler tamamen

uzaklastirilmistir (Sekil 3.26) (Alan vd. 2003,2004).
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Sekil 3.26 Rejenerasyon ortaminda (M4) gelisen ve dis ortam kosullarina alistirilmak
izere hazirlanan bitkiler

3.2.2 Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci) ¢calismalar
3.2.2.1 Ana bitkilerin yetistirilmesi

Ana bitkilerin yetistirilecegi A.U.Z.F Bahge Bitkileri Boliimii'ne ait Sebzecilik
Arastirma ve Uygulama Bahgesi’ndeki parsel, sonbaharda derin, ilkbaharda ise ¢apa
motoru ile yiizlek olarak islenmistir. Baslarin dikildigi parselde damla sulama sistemi
olmamasi nedeniyle sulama, salma sulama seklinde yapilmistir. Ana bitkilerin daha iyi
gelismesini saglamak amaciyla parsele sulama suyuna karistirilarak 350- 400 g/da kati

giibre (Novachem 18-18-18+ME) verilmistir.

Hazirlanan parsele ilk yil 48 bas, 2 yil ise 620 adet bas, 30Xx15 cm sira arasi ve iizeri
mesafe ile ilk y1l 17.05.2011 tarihinde (Sekil 3.27), 2. Yil ise 01.11.2012 tarihinde
dikilmistir (Sekil 3.28).
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Sekil 3.27 Birinci deneme yilinda dikimi yapilan Allium tuncelianum (Kollman)
Ozhatay, Matthew, Siraneci)’a ait baslar
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Sekil 3.28 ikinci deneme yilinda dikimleri yapilan Allium tuncelianum (Kollman)
Ozhatay, Matthew, Siraneci)’a ait baslar

Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci) bitkilerinin ¢igeklenme

donemindeki gortiniimii sekil 3.29°da goriilmektedir.
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Sekil 3.29 ikinci deneme yilinda Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew,
Siraneci) bitkilerinin ¢igceklenme donemindeki goriiniimii
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3.2.2.2 TomurcuKk iriliginin haploid embriyo olusumuna etkisinin belirlenmesi

Allium  tuncelianum’da ilk y1l denemelerinde tomurcuk alinacak bitki elde
edilememistir. ikinci deneme yilinda Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew,
Siraneci’da ¢igcek yapisi nedeniyle ¢icek tomurcugu biyiikligi yoniinden bir
simiflandirma yapilamayacagi anlasilmistir. Bu nedenle sadece kiigiik boy (<2- 2,5 mm)

cicek tomurcuklari kullanilmistir (Sekil 3.30).

Sekil 3.30 Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’a ait kiiciik boy
cicek tomurcuklari

3.2.2.3 Besin ortamumin hazirlanmasi ve ortam bilesiminin haploid bitki elde
edilmesine etkisi

Allium tuncelianum’da daha oOnce yiiriitiilmiis bir arastirma olmadigi ig¢in 6n kiiltiir
ortaminda Allium tiirlerinde in vitro gynogenik embriyo uyartiminda basarili sonuglar
veren BDS (Dunstan ve Short 1997) ortami kullanilmistir (Keller 1990a, Bohanec ve
Jakse 1999, Puddephat vd. 1999, Alan vd. 2003,2004, Musial vd. 2005, Cho vd. 2006).
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BDS besin ortaminin bilesimi ¢izelge 3.2°de verilmistir. Ortam bilesiminin gynogenik
bitki elde edilmesine etkisini belirlemek amaciyla planlanan calismalar, ilk yil bitkiler
gelisemediginden sadece ikinci y1l denemelerinde yapilmistir. Bu denemelerde 6n kiiltiir
ortaminda 2,4-D ve BAP’1in 2 ser dozu (1 ve 2 mg/l) ve bunlarin kombinasyonlari

denenmistir.

On kiiltiir ortaminda tomurcuk gelisimi igin karbonhidrat kaynagi olarak sakkarozun %5
ve %10’luk dozlar1 kullanilmistir. On kiiltiir ortaminda gelisen Allium tuncelianum
(Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’a ait tomurcuklar dikimden 6- 7 hafta sonra alt

kiiltiir (B1) ortamina transfer edilmistir. B; ortaminin bilesimi Cizelge 3.3’de verilmistir.

On kiiltiir ortama 7,2 g/l oraninda agar (phytoagar- Merck) ilave edilerek ortam pH’s1
6.0 olarak ayarlanmistir (Bohanec ve Jakse 1999, George vd. 2008). Ortamlar 121°C’de
20 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmis ve 7 cm c¢apindaki petrilere her petriye 20

ml olacak sekilde doldurulmustur.

3.2.2.4 Kiiltiir yonteminin haploid embriyo olusumuna etkisinin belirlenmesi

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 kiiltiiri yontemleridir. Allium tuncelianum’da ¢igek tomurcuklarinin kii¢iik
olmast nedeniyle yumurtaliklarin ¢igek tomurcuklarindan izole edilmesi giic
oldugundan sadece c¢icek tomurcugu kiiltiiri denemede kullanilmistir. Bu amagcla
ciceklenmeden 3-5 giin 6nceki asamadaki cicek tomurcuklarini tasiyan ¢icek toplar
sabahin erken saatinde sapli olarak kesilmis ve laboratuvara getirilmistir. Tomurcuklar
icine % 70’lik ethanol ¢ozeltisi icinde 3 dakika bekletilmis ve siiziilmiistlir. Siiziilen
tomurcuklar %15°lik clorox ¢ozeltisi (%0,9 sodyum hipoklorit+ %0,1 tween-20)
igerisinde 30 dakika tutulmustur. Daha sonra steril kabinde 3 defa cift distile su ile
yikanarak sterilizasyon islemi tamamlanmistir (Alan vd. 2003). Denemede 5000 ¢icek

tomurcugu 6n kiiltiir ortaminda kiiltiire alinmustir.
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Cicek tomurcugu Kkiiltiirii:

Sterilizasyon islemi tamamlanan tomurcuklar steril kabin icinde c¢icek saplari
kesildikten sonra besin ortami konulmus petri kutularina, her birinde 25°er adet
tomurcuk olacak sekilde dikilmistir (Sekil 3.31). Daha sonra petri kaplar1 hava
almayacak sekilde stre¢ film ile sarilmis ve 25°C’de 16/8 saat giin uzunluguna

ayarlanmig iklim odasinda kiiltiire alinmistir.

Sekil 3.31.a Allium tuncelianum’da 6n kiiltiir ortamina dikilmis ¢i¢cek tomurcuklari, b.
Cicek tomurcuklarinin dikiminden sonra iklim odasina alinan petriler

3.2.3 Eksplantlarin alt kiiltiir ortamina (B;) transfer edilmesi

On Kkiiltiir ortaminda sismenin ardindan kallus olusturarak gelisen Allium tuncelianum
(Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci’a ait tomurcuklar dikimden 6-7 hafta sonra 100
o/l sakkaroz, 1 mg/l NAA (Naphthaleneaceticacid) ve 2 mg/l 2iP (Isopentenyladenine)
iceren Bj kiiltlir ortamina transfer edilmistir (Sekil 3.32) (Alan vd. 2003).
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Sekil 3.32 B; ortaminda gelismekte olan Allium tuncelianum’a ait ¢igek tomurcuklari

3.2.4 Yapilan 6l¢ciim ve degerlendirmeler
3.2.4.1 Eksplant gelisim asamalarinin belirlenmesi

Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci’dan almarak Kiiltiir ortamina
dikilen tomurcuklarda dikimden 1 hafta sonra gézlem ve 6l¢iim ¢aligsmalar1 baglamistir.
Kiiltirlerde sogan ¢esitleri igin belirtilen sisme ve kallus olusturma gibi gelisme
asamalar1 Allium tuncelianum’dan alinan tomurcuklar i¢in de sayisal olarak

belirlenmigtir. Sekil 3.33’de farkli gelisme asamalarindaki tomurcuklar goriilmektedir.
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Sekil 3.33 Kiiltiir ortamindaki farkli gelisme asamalarindaki eksplantlar

a. On Kkiiltir ortamina yeni alinmis tomurcuklar, b. On Kkiiltir ortammda sisen tomurcuklar, c)
Eksplantlarda kallus olusumu

3.2.4.2 Camsilasan ve enfeksiyonlu eksplant sayisinin belirlenmesi

Dikim sonras1 Allium tuncelianum’a ait tomurcuklarda meydana gelen camsilagsma ve

enfeksiyon nedeniyle yasanan kayiplar say1 ve oran olarak belirlenmistir (Sekil 3.34).
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Sekil 3.34 Allium tuncelianum’a ait tomurcuklarda meydana gelen camsilasma ve
enfeksiyonlar

3.2.5 istatistiki degerlendirme

Denemeler, birinci y1l “genotip x kiiltiir yontemi x seker dozu X ortam bilesimi”; ikinci

yil ise “genotip x dikim zamani x tomurcuk iriligi x ortam bilesimi” arasindaki iligkileri
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ortaya koymak amaciyla faktoriyel deneme diizenine gore kurulmustur. Varyans
analizlerini takiben farkli gruplart belirlemek icin Tukey testi kullanilmigtir.
Hesaplamalarda istatistik onemlilik diizeyi %5 olarak alinmis ve hesaplamalar JMP

paket programui ile yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

2011-2012 yillarinda sogan ve Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew,
Siraneci)’da gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etme kosullarmi belirlemek

amaciyla yiiriitiilen calismanin sonuglar1 asagida yillara gore ayri1 ayr1 verilmistir.

4.1 Birinci Y1l Sonuglari

Ik y1l denemelerinde Bayram 1 sogan ¢esidinden sadece 1. dikim zamaninda tomurcuk
elde edilebilmistir. Bu nedenle varyans analizlerine dikim zamani dahil edilmemistir.
On Kkiiltiir ortaminda farkli uygulamalarm kallus olusturan eksplant sayisi ve oranina
etkisini belirlemek amaciyla varyans analizi yapilmistir. Ayrica dikim sonrasi
eksplantlardaki sisme, camsilagsma, enfeksiyon say1 ve oranlari, kok ve siirgiin olusturan

eksplant sayisi ile orani da degerlendirilmistir.
4.1.1 Kiiltiir yontemi ve genotipin eksplant gelisimine etkisi

Yumurtalik ve tomurcuk kiiltiiriiniin 2 sogan ¢esidinde On kiiltiir ortamina dikilen

tomurcuk ve yumurtaliklarda kallus olusumuna etkisi cizelge 4.1°de verilmistir.

Varyans analizi sonuglarma gore eksplant gelisimi tizerine “kiiltiir yontemi x genotip”
interaksiyonu etkisi onemli (p<0,05) olmustur. Cizelge 4.1 incelendigindex Yakut
cesidinde en fazla kallus olusum oraninin (%36,28) tomurcuk kiiltiiriinde meydana
geldigi, buna karsilik Bayram 1 ¢esidinin ise yumurtalik kiiltiiriine daha i1yi cevap
verdigi (%23,00) goriilmektedir.
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Cizelge 4.1 Iki sogan cesidinde yumurtalik ve ¢igek tomurcugu kiiltiiriiniin 6n kiiltiir
ortamindaki eksplantlarda kallus olusumu iizerine etkisi (adet/petri)

Tomurcuk Kiiltiiru

Yumurtalik Kaltara

Kallus olusturan

Kallus olusturma

Kallus olusturan

Kallus olusturma

Genotip eksplant sayisi orant (%) eksplant sayisi orant (%)
Bayram 1 4,23d 16,92 5,75¢ 23,00
Yakut 9,07a 36,28 6,72b 26,88

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

Sogan ¢esitlerinde seker dozu, ortam bilesimi ve tomurcuk iriligi dikkate alinmadiginda
ortamlara dikilen 7500’er tomurcuk ve yumurtalikta sisme, camsilasma ve enfeksiyon
oran ¢izelge 4.2°de verilmistir. Kiiltiirlerde sisme orani %58,52 ile %64,84; camsilasma
orant %26,27- %30,77; enfeksiyon orant da %45,37-9%62,00 arasinda degisim
gostermistir. Her iki ¢esitte de tomurcuk kiiltiiriinde bu oranlarin daha yiiksek oldugu

dikkat ¢cekmektedir.

Cizelge 4.2 iki sogan cesidinde 1. dikim zamaninda kiiltiir yonteminin 6n kiiltiirlerde
eksplantlarda sisme, camsilasma ve enfeksiyon olusumu iizerine etkisi

Eksplant geligimi
vy . Sisen . .
Genotip K"ultur. Sisen eksplant Camsilasan | Camsilasma | Enfeksiyonlu | Enfeksiyon
yontemi eksplant eksplant Orani eksplant orani
sayisl orant sayisl (%) sayisi (%)
(%)
Tomurcuk 4761 | 63,48 2199 29.32 4650 62,00
kaltard
Bayram 1
Yumurtalk | a0q | 5g 52 1970 26.27 4357 58,09
kultiri
Tomurcuk 4643 | 64,84 2308 30,77 3652 48,69
kultiri
Yakut
Yumurtalik 4859 64,77 2194 29,25 3403 4537
kaltard

Bayram 1 ¢esidinde daha 6nce de belirtildigi gibi 2. dikim zamaninda ¢i¢cek tomurcugu
elde edilememistir. Yakut c¢esidinde ise ortama dikilen 7500 tomurcugun %51,09’unda
sisme gorildigl, %27,32°sinin camsilastigt ve %44,75’inin enfeksiyonlar nedeniyle

kaybedildigi tespit edilmistir. Yumurtalik kiiltiiriinde ise eksplantlarin %42,29’u siserek
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gelismis, %26,68’inde camsilasma gozlenmis ve %57,04 liniin ise enfeksiyonlu oldugu

belirlenmistir (EK 3 ve EK 5).

On kiiltiir ortaminda geliserek kallus olusturan yumurtalik ve tomurcuklardan alt kiiltiir
ortamina (B;) aktarilan ve bu ortamda gelismesini slirdiirerek kok ve siirgiin olusturan
eksplantlarin sayis1 ve orani1 da arastirmada degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar

cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 incelendiginde kallus gelisiminin ardindan yumurtalik kiiltiinde Bayram 1
cesidinde ekplantlarin %42,27’si, tomurcuk kiiltiiriinde ise %11,92’si kok ve siirgiin
olustururken, bu degerler Yakut ¢esidinde tomurcuk kiiltliriinde %57,22 ve yumurtalik
kiiltiirinde %58,90 olmustur. Yakut ¢esidinde 2. dikim zamaninda yumurtalik
kiiltiiriinde (%62,87) kok ve siirglin gelistirme oraninin tomurcuk kiiltiiriinden (%61,89)

daha yiiksek oldugu belirlenmistir (EK 3 ve EK 5).

Cizelge 4.3 Kiiltliir yonteminin 2 sogan c¢esidinde 1. dikim zamaninda eksplantlarda
stirglin ve kok gelisimi tizerine etkisi

Tomurcuk Kiiltiiri Yumurtalik Kiltiri
Genotip | Kok vesiirgin |y o siirgiin Kok ve siirgiin Kok ve siirgiin
olusturan olugum orani (%) olusturan olusum oran1 (%
eksplant sayisi ? ’ eksplant sayisi ?
L e 151 11,92 673 42,27
Yakut 1553 57,22 1403 58,90

Sekil 4.1°de alt kiiltiir ortaminda, kallus gelisiminin ardindan kok ve siirgiin olusturmus

tomurcuk ve yumurtaliklar goriilmektedir.
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Sekil 4.1 Yakut sogan ¢esidinde alt kiiltiir ortaminda: a. Yumurtalik ve b. Tomurcuk
kiiltiiriinde kallus gelisiminin ardindan kok ve siirgiin gelisimi

4.1.2 Tomurcuk iriligi ve genotipin eksplant gelisimine etkisi

On kiiltiir ortaminda gelisen eksplant sayis1 iizerinde hem “tomurcuk iriligi” hem de
“genotip x tomurcuk iriligi” interaksiyonu 6nemli (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.4).
On Kkiiltiir ortamindaki eksplantlarda en fazla kallus olusum oranmin (%34,84) Yakut
sogan c¢esidinde orta boy tomurcuklarda meydana geldigi goriilmektedir.
Eksplantlardaki en diisiik kallus olusum oran1 (%17,92) Bayram 1 sogan g¢esidinde ve
kiiclik boy tomurcuklarda tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.4 Tomurcuk iriliginin 2 sogan ¢esidinde 1. dikim zamaninda yumurtalik ve
cicek tomurcuklarinda kallus olusumu tizerine etkisi (adet/petri)

Tomurcuk iriligi
Genotip Kiigiik (2- 2,5 mm) Orta (3- 4,5 mm)
Kallus olusturan | Kallus olusturma | Kallus olusturan Kallus olusturma
eksplant sayis1 orant (%) eksplant sayist orani (%)
Bayram 1 4,48d 17,92 5,51c 22,04
Yakut 7,08b 28,32 8,71a 34,84

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki gostermektedir (p<0,05)
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Sekil 4.2 Alt kiiltir ortaminda kallus olusturmus tomurcuklar: a, Kiigiik boy
tomurcuklar b, Orta boy tomurcuklar

Tomurcuk iriligi ve genotip etkisinin On kiiltiir ortamindaki yumurtalik ve
tomurcuklardaki sisme, camsilagsma ve enfeksiyon olusumu iizerine etkisi ¢izelge 4.5’de

verilmistir.

Cizelge 4.5 1ki sogan ¢esidinde tomurcuk iriliginin 1. dikim zamanmnda sisme,
camsilagsma ve enfeksiyon olusumu iizerine etkisi

Eksplant gelisimi
Genotip Tomurcuk Sisen Sisen Camsilasan Camsilagsma | Enfeksiyonlu | Enfeksiyon
iriligi eksplant | eksplant eksplant orant eksplant orant
sayist orant (%) sayisi (%) sayisi (%)
Kieiik 4182 55,76 2102 28,03 4526 60,35
(2- 2,5 mm)
Bayram 1 ora
(3- 4,5 mm) 4968 66,24 2067 27,56 4481 59,75
Kieiik 4216 56,21 2250 30,00 3666 48,88
Yakut (2- 2,5 mm)
Orta
(3- 4,5 mm) 5286 70,48 2252 30,03 3389 45,19

Cizelge 4.5’e gore tomurcuk iriligi her 2 cesitte de eksplantlardaki sisme oranini
etkilemistir. Genel bir degerlendirme yapildiginda orta boydaki tomurcuklarin sisme
orani daha yiiksek bulunmustur. Nitekim Bayram 1 ¢esidinde orta boy tomurcuklarda
sisme orani %66,24 iken Yakut c¢esidinde %70,48 olmustur. Tomurcuk iriligi
camsilagsma orani lizerinde etkili olmamistir. Enfeksiyon orani ise Bayram 1 ¢esidinde

daha yiiksek olmustur.
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Yakut ¢esidinde 2. dikim zamaninda tomurcuk ve yumurtaliklarda goriilen sismenin
tomurcuk iriligine gore degistigi ve en yiiksek sisme oraninin orta boy tomurcuklarda
(%53,22) oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira camsilasma ve enfeksiyon olusma

oraninin tomurcuk iriliginden etkilenmedigi de tespit edilmistir (EK 3 ve EK 5).

On kiiltiir ortaminda kallus olusturarak gelisen ve alt kiiltiir ortamina aktarildiktan sonra
kok ve siirgiin olusturarak bitkiye doniisen eksplant sayist ve bitkiye doniisme

oranlariin tomurcuk iriligine gore degisimi ¢izelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 Tomurcuk iriliginin 2 sogan ¢esidinde 1. dikim zamaninda kok ve siirglin
gelisimi iizerine etkisi

. e Kok ve siirgiin olusturan | Kok ve siirgiin olusum
Genotip Tomurcuk iriligi ekspla%lltl saylssl oramg;l% ) 3

Kiigiik (2- 2,5 mm) 372 27,82

Bayram 1 8 ta (3- 4.5 mm) 452 29,70

vakut Kiigiik (2- 2,5 mm) 1347 58,87

Orta (3- 4,5 mm) 1609 56,10

Kalluslardan kok ve siirglin olusumunda tomurcuk iriliginin hem Bayram 1 hem de
Yakut sogan ¢esidinde fazla etkili olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 4.6). En yiiksek kok
ve siirglin gelisme oran1 %58,87 ile Yakut ¢esidinde kiigiik boy tomurcuklardan elde
edilmistir. Her iki c¢esit kendi aralarinda degerlendirildiginde tomurcuk irilikleri
arasinda 6nemli bir fark bulunmadigr dikkat ¢cekmektedir. Benzer sekilde 2. dikim
zamaninda Yakut sogan ¢esidinde de tomurcuk iriliginin kok ve siirglin gelisimini fazla
etkilemedigi; orta boy tomurcuklarda %63,20 olan gelisme oraninin kii¢iik boy

tomurcuklarda %60,65 oldugu belirlenmistir (EK 3 ve EK 5).
4.1.3 Seker dozu ve genotipin eksplant gelisimine etkisi

Indiiksiyon ortamindaki eksplantlarda kallus gelisimi iizerine hem “seker dozu” hem de
“seker dozu x genotip” interaksiyonu etkisinin énemli (p<0,05) oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7 Seker dozunun 2 sogan ¢esidinde 1. dikim zamaninda eksplantlardaki kallus
gelisimi {izerine etkisi (adet/petri)

Seker dozu
Genotip %5 %10
Kallus olusturan Kallus Kallus olusturan Kallus olusturma
olusturma orani .
eksplant sayisi (%) eksplant sayisi orani (%)
Bayram 1 5,31b 21,24 4,68c 18,72
Yakut 7,83a 31,32 7,96a 31,84

Aynut siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki géstermektedir (p<0,05)

Kallus olusum orani yoniinden c¢esitler arasindaki farkin, seker dozlarindan daha 6nemli

oldugu goriilmektedir. Yakut sogan cesidinde kallus olusum oraninin Bayram 1

cesidinden daha fazla oldugu ve farkin istatistiki diizeyde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Seker dozlar1 kallus olusturma orani yoniinden karsilastirildiginda %5°lik seker dozunda

daha yiiksek oranda oldugu goriilmektedir. Yakut ¢esidinde de seker dozlar1 arasindaki

fark istatistiki diizeyde onemsiz ¢iktigindan 2. yil denemelerine %5’°lik seker dozu ile

devam edilmistir.

Seker dozu ve genotip, yumurtalik ve tomurcuklarda sisme, camsilasma ve enfeksiyon

olusumu tizerinde de etkili olmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Seker dozunun 1. dikim zamaninda eksplantlarda sisme, camsilagsma ve
enfeksiyon olusumu tizerine etkisi

Seker Eksplant geligimi
Genotip dozu Sisen Sisen Camsilasan | Camsilasma | Enfeksiyonlu | Enfeksiyon
(%) eksplant | eksplant eksplant orant eksplant orant
sayist | oram %) say1si (%) say1si (%)
Bayram 1 5 4593 61,24 2057 27,43 4310 57,47
10 4557 60,76 2112 28,16 4657 62,09
vakut 5 4988 66,51 2314 30,85 3507 46,76
10 4514 60,19 2188 29,17 3548 47,31

2 sogan cesidinde de eksplantlarda goriilen sisme camsilasma oranlar1 lizerinde seker

dozu etkisinin fazla onemli olmadigi goriilmektedir (Cizelge 4.8). Buna karsilik

enfeksiyon oranlari incelendiginde %10’luk seker dozunun kullanildig1 ortamda gelisen
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eksplantlarda gesitlere gore degismekle birlikte (Bayram 1 %62,09; Yakut %47,31)
daha yiiksek oranda enfeksiyon olustugu sdylenebilmektedir. Yukaridaki sonuglarin
aksine, 2. dikimde Yakut sogan ¢esidinde sisme orani ortamdaki seker dozuna gore
degismis ve %5’lik seker dozunun kullanildigr ortamda eksplantlarin %43.04’{iniin,
%10’1luk seker dozunda ise %50,35’inin sistigi gozlenmistir. Camsilagsma oranlar1 seker
dozundan etkilenmezken, enfeksiyon olusma oranmi %5’lik seker dozunda (%53,80)

%10’luk doza gore (%47,99) daha yiiksek olmustur (EK 3 ve EK 5).

On Kkiiltiir ortaminda kallus olusturduktan sonra alt kiiltiir ortamina alinan ve kok ve
stirglin olusturarak bitkiye doniisen eksplant sayis1 ve bitkiye donlisme oranlarinin seker
dozundan etkilenmistir (Cizelge 4.9). Bu yonden Yakut ¢esidinde %10’luk seker dozu
(%61,92), Bayram 1 ¢esidinde ise %5°lik seker dozu (%44,11) daha iyi sonug¢ vermistir.

Yakut ¢esidinde kok ve siirgiin olusum orani daha yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.9 Seker dozunun 2 sogan ¢esidinde 1. dikim zamaninda kok ve siirgiin
gelisimi iizerine etkisi

Seker dozu
Genotip %5 %10
Kok ve siirgiin Kok ve siirgiin - | K6k ve slirgiin olusturan Kok ve siirgiin
olusturan eksplant 1 N Kol 1 %
sayisi olusum orani (%) eksplant sayis1 olusum orani (%)
Bayram 1 633 44,11 191 13,80
Yakut 1421 54,30 1535 61,92

2. dikimde Yakut sogan ¢esidinde yine en fazla siirglin ve kok gelisimi %10’luk seker
dozunun kullanildigr ortamdan elde edilmistir (%67,31). %5’lik seker dozunda ise
gelisme orant %54,95 olmustur (EK 3 ve EK 5).

4.1.4 Ortam bilesiminin ve genotipin eksplant gelisimine etkisi

Bayram 1 ve Yakut sogan c¢esitlerinden alinan yumurtalik ve ¢i¢cek tomurcuklarinda 6n
kiiltiir ortamindaki kallus olusumu iizerine “ortam bilesimi x genotip” interaksiyonu

onemli (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10 Ortam bilesiminin 2 sogan ¢esidinde 1. dikim zamaninda eksplantlardaki
kallus gelisimi {izerine etkisi (adet/petri)

Ortam bilesimi
Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
olusturan | olusturma | olusturan | olusturma | olusturan | olusturma
Genotip | 2,4-D | eksplant orant eksplant orani eksplant orant
(mg/l) | sayist (%) sayisl (%) sayisl (%)
BAP (mg/l)
0 1 2
0 3,20c 12,80 * * * *
Bayram1 | 1 * * 4,20c 16,80 6,30b 25,20
2 * * 4,26¢ 17,04 7,02b 28,08
0 3,64c 14,56 * * * *
Yakut 1 * * 6,50b 26,00 10,67a 42,68
2 * * 7,07b 28,28 11,58a 46,32

*: Kombinasyonlar denenememistir.
Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki gostermektedir (p<0,05)

Cizelge 4.10’a gore oksin ve sitokininsiz ortamlarda bile kallus olusabildigi
goriilmektedir. Ancak kallus olusturma orani oksin ve sitokinin dozlarinin artisiyla artis
gostermistir. En yiiksek kallus olusum orani Yakut g¢esidinde (%46,32) ve Bayram 1
cesidinde (%28,08) 2,4-D+BAP’mn 2+2 mg/l dozundan alinmistir.

Ortam bilesimi ve genotip On kiiltiir ortamindaki sisme, camsilasma ve enfeksiyon

olusumu iizerinde de etkili olmustur (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11 Ortam bilesiminin 2 sogan c¢esidinde 1. dikim zamaninda sisme,
camsilagsma ve enfeksiyon olusumu iizerine etkisi

Eksplant geligimi

Genotip Ortam Sisen Sisen Camsilasan | Camsilasma | Enfeksiyonlu Enfeksiyon

bilesimi eksplant | eksplant eksplant orani eksplant orani
sayis1 oran1(%) sayis1 (%) sayl1s1 (%)

0+0 mg/l
2.4-D+BAP 1322 44,07 739 24,63 2019 67,30
1+1 mg/l
2.4-D+BAP 1682 56,07 763 25,43 2037 67,90
1+2 mg/l

Bayram 1 | 2,4-D+BAP 1997 66,57 892 29,74 1744 58,13
2+1 mg/l
2.4-D+BAP 2035 67,83 904 30,13 1585 52,83
2+2 mg/l
2.4-D+BAP 2114 70,47 871 29,03 1622 54,07
0+0 mg/l
2.4-D+BAP 1443 48,10 868 28,93 1733 57,77
1+1 mg/l
2.4-D+BAP 1807 60,23 955 31,83 1532 51,07
1+2 mg/l

Yakut | 2,4-D+BAP 1746 58,20 867 28,90 1528 50,93
2+1 mg/l
2.4-D+BAP 2222 74,07 884 29,47 1098 36,60
2+2 mg/l
2,4-D+BAP 2284 76,13 820 27,33 1164 38,80

Her bir uygulamadan 3000’er eksplantin degerlendirildigi arastirmada 2 sogan ¢esidinde
de sisme oraninin ortamda kullanilan oksin-sitokinin dozunun artmasiyla yiikseldigi
goriilmektedir. En yiiksek sisme oran1 2+2 mg/l 2,4-D+BAP igeren ortamda Bayram 1
cesidinde %70,47; Yakut cesidinde ise %76,13 olarak belirlenmistir. Oksin sitokininsiz
ortamlarda en diislik sisme oranlar1 elde edilmistir (Yakut:%48,10; Bayram 1: %44,07).
Camsilasma oranit her 2 ¢esitte de benzer degerler gostermistir. Camsilagsma orani
%24,63 ile %31,83 arasinda degistigi tespit edilmistir. Enfeksiyon olusum orami ise
cesitlere baglh olarak %36,60 ile %67,90 arasinda degismistir. 2. Dikim zamaninda
Yakut sogan ¢esidinde de 1. dikim zamaninda oldugu gibi ortamdaki oksin-Sitokinin
dozuna baglh olarak en yiiksek sisme orant (%63,33) 2+2 mg/l 2,4-D+BAP igeren
ortamdan elde edilmistir. Eksplantlarin camsilasma oran1 %24,77 ile %30,47 arasinda

olurken enfeksiyon gelisme oran1 %35,77 ile %64,00 arasinda olmustur (EK 3 ve EK 5).

Ortam bilesiminin kalluslardan kok ve siirgiin olusturarak bitkiye doniisen eksplant
sayist iizerine etkisi ¢izelge 4.12°de goriilmektedir. Cizelgeye gore okisn sitokinin

dozlarinin artis1 kok ve siirgiin gelisimini artirmistir.
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Cizelge 4.12 Ortam bilesiminin 2 sogan c¢esidinde 1. dikim zamaninda kok ve siirgiin
gelisimi iizerine etkisi

. Kok ve siirgiin Kok ve siirglin
Genotip Ortam bilesimi olusturan eksplant
olusum orani (%)
say1st
0+0 mg/l 2,4-D+BAP 42 11,02
1+1 mg/l 2,4-D+BAP 0 0,00
1+2 mg/l 2,4-D+BAP 164 32,41
Bayram 1 2+1 mg/l 2,4-D+BAP 311 43,56
2+2 mg/l 2,4-D+BAP 307 40,55
0+0 mg/l 2,4-D+BAP 191 37,23
1+1 mg/l 2,4-D+BAP 413 50,12
vakut 1+2 mg/l 2,4-D+BAP 505 58,11
2+1 mg/l 2,4-D+BAP 939 66,55
2+2 mg/l 2,4-D+BAP 908 61,39

Kok ve siirgiin olusum oran1 %11,02- %66,55 arasinda degisim gdstermistir. En yiiksek
kok ve siirglin olusum oran1 hem Bayram 1 (%43,56) hem de Yakut (%66,55) sogan
¢esidinde 2+1 mg/l 2,4-D+BAP igeren ortamda elde edilmistir. Buna karsilik Yakut
sogan c¢esidinde 2. dikim zamaninda yine en yiiksek kok ve siirglin gelisme orani
(%73,01) 2+2 mg/l 2,4-D+BAP igeren ortamdan elde edilmistir. Sekil 4.3’de farkli

ortam Dbilesimlerinde kok ve siirgiin olusturmus Yakut c¢esidine ait tomurcuklar

goriilmektedir.

Sekil 4.3 Dikimden 85 giin sonra: a. Oksinsiz ve sitokininsiz ortamda kok ve siirgiin
olusturmus tomurcuklar, b. 2+1 mg/l 2,4-D+BAP igeren ortamda kok ve
stirglin olusturmus tomurcuklar
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Deneme sonucunda, alt kiiltiir ortaminda (B;) kok-siirgiin olusturan Bayram 1 sogan
¢esidinden tomurcuk kiltliri yoluyla elde edilen 1 bitkicik biiylime ortamina
aktarilmistir. Yakut sogan cesidinde ise tomurcuk kiiltiirii yoluyla elde edilen 86 ve
yumurtalik kiltliri yoluyla elde edilen toplam 28 bitkicik biiylime ortaminda
gelismesini stirdiirmiistiir (Sekil 4.4). Yakut sogan ¢esidinde tomurcuk kiiltiirii yoluyla
elde edilen ve biiylime ortaminda geliserek 3-4 gergek yapraga sahip olan toplam 41
adet bitki dis ortam kosullarina alistirllmak tizere saksilara dikilmistir (Sekil 4.5). Ancak

dis ortam kosullarina alistirilma asamasinda bitkiler kaybedilmistir.

Sekil 4.4 Denemenin 1. yilinda biiyiime ortaminda gelismesini siirdiiren bitkicikler
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Sekil 4.5 Denemenin 1. Yilinda dis ortam kosullarina aligtirilmak {izere saksilara dikilen
bitkiler

1. y1l denemelerine konu olan tiim uygulamalar, dikim zamanlari, ortam &zellikleri ve
elde edilen sonuglar ¢esitlere ve kiiltiir ortamlarina gére EK 2- EK 7°de toplu olarak

verilmistir.
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4.2 ikinci Y11 Sonuclari

Kiiltiir ortamindaki ¢igcek tomurcuklarinin gelisimini etkileyen faktorlerin etkisini ortaya
koymak amaciyla denemenin birinci yilinda kullanilan sogan genotiplerine ilave olarak
gynogenezise egilimli olmas1 nedeniyle sahit ¢esit olarak kullanilmakta olan 301-OH-
SXN-1 sogan cesidi Wisconsin Universitesi’nden temin edilmistir. Génderilen miktarin
siirli olmasi nedeniyle bu ¢esitte sadece tek tomurcuk boyutu (3- 4,5 mm), tek seker

dozu (%5) ve oksin-sitokinin kombinasyonlar1 denenmistir.

4.2.1 Bayram 1 ve yakut cesitleri

4.2.1.1 Dikim zamam Ve genotipin eksplant gelisimine etKkisi

Bayram 1 ve Yakut sogan cesitlerinde 6n kiiltlir ortamina dikilen tomurcuklarda kallus
olusumu tiizerinde “dikim zamani x genotip” interaksiyonunun etkisi énemli (p<0,05)
bulunmustur (Cizelge 4.13). En yiiksek kallus gelisim orami (%43,96) 1. dikim
zamaninda Yakut sogan ¢esidinden elde edilirken, en diisiik oran ise her iki ¢esitte de 3.

dikim zamanindan elde edilmistir.

Cizelge 4.13 Dikim zamanmin 2 sogan ¢esidinde ¢i¢ek tomurcugu gelisimi iizerine
etkisi (adet/petri)

Dikim zamani
I.Dikim I1.Dikim I11.Dikim

Genotip Kallus Kallus lKat”lisn Kallus Kallus Kallus

olusturan | olusturma (;II(JSS lllaﬁ t olusturma | olusturan olusturma

eksplant orant P orant eksplant orant

sayisl (%) SayIst (%) sayisi (%)

Bayram 1 9,81b 39,24 9,35b 37,40 8,04c 32,16
Yakut 10,99a 43,96 10,85a 43,40 8,29c 33,16

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

Dikim zamani ve genotipin On kiiltiir ortamindaki tomurcuklarda sisme, camsilasma ve

enfeksiyon olusumu iizerine etkisi ¢izelge 4.14’de verilmistir.
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Cizelge 4.14 2 sogan ¢esidinde dikim zamaninin 6n kiiltiir ortamindaki eksplantlarda
sisme, camsilagsma ve enfeksiyon olusumu tizerine etkisi

Eksplant geligimi
Genoi Dikim Sisen Sisen Camsilasan | Camsilasma | Enfeksiyonlu | Enfeksiyon
enotip
zamant | eksplant | eksplant eksplant orant eksplant orant
sayisl orani (%) sayi1st (%) sayist (%)
Bayram | 1948 57,72 821 24,32 2552 75,61
1 1 2021 59,88 0 0,00 3375 100,00
i 2360 69,93 13 0,39 3362 99,61
[ 1865 52,26 316 9,36 2974 88,12
Yakut Il 2246 66,55 641 18,99 2732 80,95
i 2430 72,00 63 1,87 3312 98,13

Cizelgeye gore 6n kiiltiir ortamina her uygulama i¢in dikilen 3375’er tomurcukta sisme
oraninin dikim zamani ve genotipe goére degistigi goriilmektedir. Hem Bayram 1
(%69,93) hem de Yakut (%72,00) sogan ¢esidinde eksplantlarda en fazla sisme orani 3.
dikim zamaninda goriilmektedir. Hernekadar Bayram 1 ¢esidinde 2. ve 3., Yakut
cesidinde de 3. dikim zamaninda camsilagsma orani en diisiik diizeyde goriiniiyorsa da,

enfeksiyon oranlarinin yiiksek olusu nedeniyle, camsilasma ve diger faktorler arasinda

bir iliski kurulamamustir.

Farkli dikim zamanlarinda kiiltiire alinan ve 6n kiiltiir ortaminda geliserek kallus
olusturan tomurcuklardan kok ve siirglin olusturan eksplantlarin sayist ve orani ¢izelge

4.15°de degerlendirilmistir.

Cizelge 4.15 2 sogan cesidinde dikim zamaninin siirgiin ve kok gelisimi lizerine etkisi

Kok ve siirgilin olusturan
eksplant sayisi

Kok ve siirglin
olusum orani1 (%
0,18
0,00
0,00
7,43
0,17
0,00

Dikim zamani

I
Bayram 1 I
i
I 8
Yakut I
i

Genotip

OINOTOIO|N
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Kallus gelisimi sonrasi kok ve siirgiin olusum orani gesitlere baglh kalmaksizin %0,0-
7,43 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek oran Yakut ¢esidinde %7,43 ile 1. dikim

zamanindan elde edilmistir. Ancak bu oran da yiiksek degildir.

4.2.1.2 Tomurcuk iriligi ve genotipin eksplant gelisimine etkisi

Tomurcuk iriligi eksplant gelisimi iizerinde ¢eside bagli olarak etkili olmustur (Cizelge
4.16). Kallus olusturma orant %34,96 ile %44,84 arasinda degismistir. Yakut sogan
cesidinde biiyiik ve orta boy tomurcuklarda kallus olusturma orani1 daha yiiksekken,
Bayram 1 cesidinde tomurcuk iriliginin etkisi 6nemli olmamistir. Yakut sogan cesidine

ait farkl irilikteki tomurcuklarda kallus gelisimi sekil 4.6’da goriilmektedir.

Cizelge 4.16 TomurcukK iriliginin Bayram 1 ve Yakut sogan ¢esitlerinde kallus olusumu
tizerine etkisi (adet/petri)

Tomurcuk iriligi
Kiiciik Orta Biiyiik
(2- 2,5 mm) (3-4,5mm) (>4,5mm)

Genotip Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus

olusturan | olusturm | olusturan | olusturm | olusturan | olusturma

eksplant a orani eksplant a orani eksplant orani

sayisl (%) sayl1si (%) sayl1si (%)

Bayram 1 9,02c 36,08 8,71c 34,84 9,48bc 37,92
Yakut 8,74c 34,96 10,20b 40,80 11,21a 44,84

Aymni satirdaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki gostermektedir (p<0,05)
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Sekil 4.6 Kiiltiiriin 61. giiniinde alt kiiltiir ortaminda gelismesini siirdiiren farkli
irilikteki ¢icek tomurcuklari: a. Kii¢iik boy ¢igek tomurcuklari, b. Orta boy

cicek tomurcuklari, c. Biiylik boy ¢i¢ek tomurcuklari

Cizelge 4.17°de tomurcuk iriligi ve genotipin 6n kiiltiir ortamindaki tomurcuklarda

sisme Ve camsilagma orani iizerindeki etkisi goriilmektedir. Sisme orani yoniinden

cesitler arasinda farklilik goriiliirken, her ¢esitte tomurcuk iriligi yoniinden 6nemli bir

farklilik goriilmemektedir. Camsilasma orant yoniinden de benzer sonuglar elde

edilmistir. Bu sonuglarin alinmasinda enfeksiyon oraninin yiiksek olusunun da etkisinin

bulundugu diisiiniilmektedir. Nitekim enfeksiyon orant %81,24 ile %93,98 arasinda

degismistir.

Cizelge 4.17 Tomurcuk iriliginin 2 sogan ¢esidinde tomurcuklarda sisme, camsilasma

ve enfeksiyon olusumu tizerine etkisi

Eksplant geligimi
Genoti Tomurcuk Sisen eksslsle;nt Camsilasan | Camsilagsma | Enfeksiyonlu | Enfeksiyon
P iriligi eksplant orFe)ml eksplant orani eksplant orani
say1si %) sayisl (%) say1si (%)
Kigik 1984 | 58,78 309 9.15 3064 90,79
(2- 2,5 mm)
Bayram | Orta
1 3 45 mm) 2092 | 61,99 315 9,33 3060 90,67
Biiyik 2253 | 66,76 210 6,22 2742 81,24
(> 4,5 mm)
Kigiik 2080 | 61,63 425 12,59 2947 87,32
(2- 2,5 mm)
Yakut | Ora 2182 | 64,65 459 13,60 2909 86,19
(3- 4,5 mm)
Biiyiik 2379 | 70,49 136 4,03 3172 93,98
(> 4,5 mm)
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Cizelge 4.18’de sogan c¢esitlerine ve tomurcuk iriligine gore kallus olusturan
tomurcuklardan kok ve siirgiin olusturan eksplantlarin sayis1 ve orani verilmistir. Buna
gore Bayram 1 ¢esidinde sadece kiigiik boydaki tomurcuk kaynakli 2 bitkicik elde
edilmistir. Yakut ¢esidinde ise toplam 87 adet bitkicigin, 67 adedi iri tomurcuklardan

elde edilmistir.

Cizelge 4.18 Bayram 1 ve Yakut sogan cesitlerinde tomurcuk iriliginin kok ve siirglin
gelisimine etkisi

. e Kok ve siirgiin olusturan Kok ve siirgiin

Genotip Tomurcuk iriligi ekspla%lt Say15$1 olusum oran% (%
Kiigiik (2- 2,5 mm) 2 0,16

Bayram 1 Orta (3- 4,5 mm) 0 0,00
Biiyiik (> 4,5 mm) 0 0,00
Kiigiik(2- 2,5 mm) 13 1,11

Yakut Orta (3- 4,5 mm) 7 0,51
Biiytik (> 4,5 mm) 67 4,44

4.2.1.3 Ortam bilesimi ve genotipin eksplant gelisimine etkisi

Kallus olusumu {izerinde “ortam bilesimi x genotip” interaksiyonu 6nemli bulunmustur.
Genotipler arasinda en yiiksek kallus gelisim orani (%50,84) Yakut sogan ¢esidinde 2+2
mg/l 2,4-D+BAP’mn kullanildig1 uygulamadan elde edilmistir. Her iki sogan ¢esidi i¢in
de en diisiik kallus olusum orani oksin-sitokinin kullanilmayan ortamdan elde edilmistir

(Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19 Bayram 1 ve Yakut sogan cesitlerinde tomurcuklarda kallus olusumu
tizerine ortam bilesiminin etkisi (adet/petri)

Ortam bilesimi
0+0 mg/l 2,4-D+BAP | 2+1 mg/l 2,4-D+BAP | 2+2 mg/l 2,4-D+BAP
Genotip Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
olusturan olusturma | olusturan | olusturma olusturan olusturma
eksplant orani eksplant orani eksplant orant
say1st (%) sayl1st (%) say1s1 (%)
Bayram 1 4,94c 19,76 10,94b 43,76 11,32b 45,28
Yakut 5,63c 22,52 11,81ab 47,24 12,71a 50,84

Aymni satirdaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki gostermektedir (p<0,05)
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Ortam bilesimi ve genotipin 6n kiiltiir ortamina alinan tomurcuklarda sisme, camsilasma

ve enfeksiyon olusumu tizerine etkisi ¢izelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20 Bayram 1 ve Yakut sogan cesitlerinde ortam bilesiminin sisme,
camsilasma ve enfeksiyon olusumu iizerine etkisi

Eksplant geligimi

Genoti Ortam Sisen Sisen Camsilasan | Camsilasma | Enfeksiyonlu | Enfeksiyon
P bilesimi eksplant | eksplant eksplant orant eksplant orant
sayist | orani(%) sayisi (%) sayisi (%)
0+0 mg/l
> DeBAP 1541 | 45,66 176 5,21 3199 94,79
Bayram | 2+1mg/l
) roSeap | 2420|7170 319 9,45 2779 82,34
2+2 mg/l
A DAp 2368 | 70,16 339 10,04 3036 89,96
0+0 mg/l
DA 1542 | 45,69 249 7,38 3126 92,62
vakut | 5eoleap 2530 | 74,96 469 13,90 2852 84,50
2+2 mg/l
2 4-D+BAP 2569 76,12 302 8,95 3040 90,07

Herbir uygulamada 3375’er adet cksplantin kullanildigr 2 sogan ¢esidinde de genel

olarak oksin-sitokinin dozunun artmasiyla tomurcuklardaki sisme oraninin arttigi

belirlenmistir (Cizelge 4.20, Sekil 4.7). Sisme orani yoniinden g¢esitlerden daha ¢ok

ortam bilesimi etkili olmustur. Bununla birlikte en yiiksek sisme orani Yakut ¢esidinden

elde edilmistir. 2,4-D+BAP’1n 2+2 mg/I’lik kombinasyonlarinin sisme orani yoniinden
daha iyi oldugu goriilmektedir (Yakut %76,12; Bayram 1 (%70,16). Her 2 sogan

cesidinde de oksin- sitokinin kullanilmayan ortamlardan sisme oranin azaldig

gorilmektedir. Eksplantlarda goriilen camsilagmalarin da genotipler arasinda benzerlik

gosterdigi ve camsilagma oraninin %5,21 ile %13,90 arasinda degistigi tespit edilmistir.

Enfeksiyon olusum orani da cesitlere bagli olarak %82,34 ile %94,79 arasinda

degismistir.
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Sekil 4.7 Kiiltiiriin 1. ve 5. giinlinde tomurcuklarda meydana gelen sismeler: a. Oksinsiz
ve sitokininsiz ortamda sisen tomurcuklar, b. 2+1 mg/l 2,4-D+BAP igeren
ortamda sisen tomurcuklar, c. 2+2 mg/l 2,4-D+BAP igeren ortamda sisen
tomurcuklar
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Kallus olusturduktan sonra alt kiiltiir ortaminda kok ve siirgiin olusturarak bitkiye
dontisen eksplant sayis1 ve bitkiye doniisme oranlarinin ortam bilesimine gore degisimi
cizelge 4.21°de goriilmektedir. Bayram 1 ¢esidinde kok ve siirgiin olusumu
gozlenmezken, Yakut sogan cesidinde 2+1 mg/l 2,4-D+BAP igeren ortamda %3,40

oraninda kok ve siirgiin olusumu degerine ulasilmistir (Sekil 4.8).

Cizelge 4.21 Ortam bilesiminin 2 sogan ¢esidinde kok ve siirgiin gelisimi lizerine etkisi

_ Kok ve siirgiin Kok ve siirgiin
Genotip Ortam bilesimi olusturan
olusum oran1 (%)
eksplant sayisi
0+0 mg/l 2,4-D+ BAP 0 0,00
Bayram 1 2+1 mg/l 2,4-D+ BAP 0 0,00
2+2 mg/l 2,4-D+ BAP 0 0,00
0+0 mg/l 2,4-D+ BAP 0 0,00
Yakut 2+1 mg/l 2,4-D+ BAP 54 3,40
2+2 mg/l 2,4-D+ BAP 33 1,93

Sekil 4.8 Yakut sogan ¢esidinde kallus, siirgiin ve kok olusturmus tomurcuklar
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Yakut sogan gesidinde sadece 3 bitkicik biiyiime ortamina aktarilmistir (Sekil 4.9). 2.
Y1l denemelerine konu olan tiim uygulamalar ve elde edilen sonuglar ¢esitlere ve kiiltiir

ortamlarina gore EK 8 ve EK 9’da toplu olarak verilmistir.

Sekil 4.9 Yakut sogan ¢esidinde biiylime ortaminda gelisen in vitro bitkicik

4.2.2 301-OH-SXN-1 cesidi

Sahit cesit olarak 2. y1l denemelerine ABD-Wisconsin Universitesi 6gretim iiyesi Prof.
Dr. Michael J. Havey’den temin edilen ve yaklasik 5 g civarinda olan 301-H-SXN-1
sogan ¢esidine ait tohumlardan 32 adet bas elde edilebilmistir. Cesidin bas iriliginin
kiigiik olmast (ortalama bas ¢ap1: 2,4 cm- ortalama bas boyu: 4,2 cm), tek ¢igek sap1
vermesi, dolayisiyla ¢icek tomurcugu sayisinin az olmasi nedeniyle sadece ortam
bilesiminin etkisi, tomurcuk kiiltiirlinde orta boy tomurcuklar kullanilarak yapilmistir.

Elde edilen sonuglar asagida verilmistir.
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4.2.2.1 Ortam bilesiminin eksplant gelisimine etkisi

Ortam bilesimi kallus gelisimi {izerinde istatistiki anlamda etkili olmustur. En yiiksek
gelisme orami (%28,24); 2+2 mg/l 2,4-D+BAP’in kullanildigi uygulamadan elde
edilmistir (Cizelge 4.22). Sekil 4.10°da dikimden 9 ve 26 giin sonra tomurcuklardaki

gelisme goriilmektedir.

Cizelge 4.22 Ortam bilesiminin 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde kallus gelisimi iizerine
etkisi (adet/petri)

Ortam bilesimi
0+0 mg/l 2,4-D+BAP 2+1 mg/l 2,4-D+BAP 2+2 mg/l 2,4-D+BAP
Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus Kallus
olusturan olusturma olusturan olusturma olusturan olusturma
eksplant orani eksplant orant eksplant orant
sayi1si (%) sayist (%) sayisi (%)
3,92b 15,68 6,76a 27,04 7,06a 28,24
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Sekil 4.10 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidine ait tomurcuklarin 6n kiiltlir ortamindaki
gelisimi: a. On kiiltiir ortamina yeni dikilmis tomurcuklar, b. Dikimden 9
glin sonra tomurcuklarin goriiniimii, c¢. Dikimden 26 giin sonra
tomurcuklarin gériiniimii

Diger sogan ¢esitlerinden farkli olarak 301-OH-SXN-1 sogan g¢esidinde kallus
olusturmadan da tomurcuk iginden direkt siirgiin gelisimi gozlenmistir (Sekil 4.11).
301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde 6n kiiltlir ortaminda direkt siirgiin gelisimi yoluyla 13
bitkicik elde edilmistir (EK 10).
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Sekil 4.11 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde tomurcuklardan direkt siirgiin gelisimi
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Cizelge 4.23 Ortam bilesiminin 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde sisme, direkt silirglin
olusumu, camsilagsma ve enfeksiyon olusumu tizerine etkisi

Eksplant geligimi
Direkt .
Sisen Sisen Direkt .
Ortam stirglin Camsilasan Enfeksiyonlu .
o ekspla | eksplant slirgiin Camsilasma Enfeksiyon
bilesimi olusturan eksplant eksplant
nt orani olusturma orant (%) orant (%)
eksplant sayis1 say1s1
sayist (%) orani(%)
say1st
0+0 mg/I
196 52,27 0 0,00 69 18,40 306 81,60
2,4-D+BAP
2+1 mg/l
259 69,07 5 1,33 135 36,00 208 55,47
2,4-D+BAP
2+2 mg/l
233 61,13 8 2,13 126 33,60 170 45,33
2,4-D+BAP

301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde ortam bilesiminin sisme oranmi %52,27 ile %69,07
arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.23). Sisme oram1 2+1 mg/l 2,4-D+BAP
ortaminda daha yiiksek iken (%69,07), direkt siirgiin gelisim oram1 2+2 mg/l 2,4-
D+BAP iceren ortamda daha yiiksek bulunmustur (%2,13). Eksplantlarda camsilagma
oranini oksinsiz ve sitokininsiz ortamlarda daha diisiik, buna karsilik enfeksiyon orani

daha yiiksek bulunmustur. (Cizelge 4.23).

Kallustan alt kiiltiir ortaminda kok ve siirgiin olusturarak bitkiye doniisen eksplant sayisi
da oksin-sitokinin dozlarindan etkilenmistir (Cizelge 4.24). Oksin sitokininsiz ortamda
kok ve siirgiin olusumu gozlenmemistir. Buna karsilik 2+2 mg/l 2,4-D+BAP igeren

ortamda kok siirgiin olusumunun en yiiksek degere ulastigi tespit edilmistir (%75,23).

Cizelge 4.24 Ortam bilesiminin 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde kok ve siirglin gelisimi
lizerine etkisi

Kok ve siirgiin olusturan Kok ve siirgiin

Ortam bilesimi

eksplant sayis1 olusum orant (%)
0+0 mg/l 2,4-D+ BAP 0 0,00
2+1 mg/l 2,4-D+ BAP 32 31,68
2+2 mg/l 2,4-D+ BAP 79 75,23
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301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde 16 bitkicik bliylime ortamina (EM) transfer edilmistir
(Sekil 4.12, EK 10). Bu ortamda ancak 3 bitki yasatilabilmistir. 3-4 yapraga sahip
bitkilerden alinan 6rneklerde flow sitometri yardimiyla ploidi seviyesi belirlenmistir
(Cizelge 4.25), 3 bitkinin 1 tanesinin haploid, 1 tanesinin diploid digerinin ise
miksoploid oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.12 301-OH-SXN-1 ¢esidinde biiyiime ortaminda (EM) gelisen in vitro bitki

Cizelge 4.25 In vitro’da 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinden elde edilen bitkilerde yapilan
ploidi analizi sonuglar1

Analiz edilen materyaller Niikleer DNA miktar1 Ploidi seviyesi

Diploid sogan(kontrol) 30,57 2n
Ornek 1 30,92 2n
Ornek 2 16,60 n
Ornek 3 15,57 n+2n
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Sekil 4.13 301-OH-SXN-1sogan cesidinden elde edilen haploid (solda) ve diploid
(sagda) bitkiler

Ploidi diizeyinin belirlenmesi agsamasindan sonra tekrar besin ortamina gecirilerek 3-4
yaprakli agamaya kadar gelistirilen in vitro bitkiler dis ortam kosullarina alistirilmak

tizere plastik saksilara aktarilmis, ancak bitkiler yasatilamamastir.
4.2.3 Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci) calismalar

Allium tuncelianum bitkilerinde 2012 yilinda olusan ¢igek tomurcuklarinin kiigiik
olmasi (2-2,5 mm) nedeniyle tek tomurcuk iriligi, 2 seker dozu ve 5 oksin sitokinin

dozu ile denemeler kurulmus ve yiiriitilmiistiir.
4.2.3.1 Seker dozunun eksplant gelisimine etkisi

Seker dozunun tomurcuklarda kallus gelisimi iizerine etkisi istatistiki olarak onemli
bulunmustur. Tomurcuklarda kallus olusum orami %5’lik seker dozunda %58,24

olurken, %10’luk dozda %52,52 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.26).
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Cizelge 4.26 Seker dozunun tomurcuk gelisimine etkisi (adet/petri)

Seker dozu Dikilen Kallus olusturan Kallus olusturma orani
(%) cksplant sayisi eksplant sayisi (%)

5 25 14,56a 58,24
10 25 13,13b 52,52

Aynut stitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farki gostermektedir.

Seker dozu sisme, camsilagsma ve enfeksiyon oranini etkilemistir. En fazla sisme orani
(%87,84) %S5 seker dozunun kullanildigi uygulamadan elde edilmistir. Camsilagsma
oraninin seker dozundaki artiga bagli olarak arttigi, bunun aksine enfeksiyon olusum

oraninin %5’lik seker dozunda daha az oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27 Seker dozunun sisme, camsilasma ve enfeksiyon olusumu iizerine etkisi

Eksplant geligimi
Seker i :
d Sisen Sisen | Camsilasan | Camsilasma | Enfeksiyonlu | Enfeksiyon
ozu
) eksplant | eksplant | eksplant orani eksplant orani
0

sayist | orani(%) sayi1sl (%) sayisl (%)
5 2196 87,84 330 13,20 1975 79,00
10 1906 76,24 565 22,60 1746 69,84

4.2.3.2 Ortam bilesiminin eksplant gelisimine etkisi

Kallus olusumu tizerine ortam bilesiminin etkisi 6nemli bulunmustur. OKksinsiz ve
sitokininsiz kontrol ortami ile karsilastirildiginda; oksin-sitokinin dozunun artmasiyla
tomurcuklardaki kallus olusum oraninin da artis gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek
kallus gelisme orani (%73,28) 2+2 mg/l 2,4-D+BAP igeren ortamdan elde edilmistir
(Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.28 Ortam bilesiminin tomurcuk gelisimi lizerine etkisi (adet/petri)

Kallus olusturan eksplant

Kallus olusturma orani

Ortam bilesimi

say1st (%)
0+0 mg/l 2,4-D+BAP 7,69c 30,76
1+1 mg/l 2,4-D+BAP 12,63b 50,52
1+2 mg/l 2,4-D+BAP 14,03b 56,12
2+1 mg/l 2,4-D+BAP 16,56a 66,24
2+2 mg/l 2,4-D+BAP 18,32a 73,28

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

Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci) tomurcuklarinda kallus

gelisimi sekil 4.7°de gortilmektedir.

Sekil 4.7 Allium tuncelianum’da kallus olusturmus tomurcuklar
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Ortam bilesimi sisme, camsilagsma ve enfeksiyon olusumu iizerine de etkili olmustur
(Cizelge 4.29). En yiiksek sisme orani1 2+1 mg/l 2,4-D+BAP igeren ortamda %95,70
olarak belirlenmistir. Ortam bilesiminin camsilasma {izerinde 6nemli bir etkisinin
olmadigi, enfeksiyon olusma oranin ise %67,90 ile %86,60 arasinda degistigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.29 Ortam bilesiminin sisme, camsilasma ve enfeksiyon olusumu tizerine etkisi

Eksplant gelisimi
Ortam Sisen Sisen | Camsilasan | Camsilasma | Enfeksiyonlu | Enfeksiyon
bilegimi eksplant | eksplant | eksplant orant eksplant orant
sayist | orani(%) sayist (%) sayi1st (%)

0+0 mg/I

634 63,40 134 13,40 866 86,60
2,4-D+BAP
1+1 mg/l

814 81,40 162 16,20 711 71,11
2,4-D+BAP
1+2 mg/l

808 80,80 172 17,20 702 70,20
2,4-D+BAP
2+1 mg/l

957 95,70 233 23,30 752 75,20
2,4-D+BAP
2+2 mg/l

889 88,90 194 19,40 679 67,90
2,4-D+BAP

Allium tuncelianum’da tomurcuk kiiltiiriinde yapilan seker dozu ve ortam bilesimi

uygulamalarina ait tiim sonuclar EK 11°de verilmistir.

Denemelerde yer alan tomurcuklarda yukarida da belirtildigi gibi 6n kiiltiir ortaminda
kallus olusumu goriilmiis, ancak alt kiiltiire alinan kalluslarda yaklasik 2-3 ay kadar

beklenmesine ragmen hicbir gelisme olmamastir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, tilkemizde ve diinyada sebze tariminda ekonomik 6nemi olan Allium
tirlerinden sogan (Allium cepa L.) ve iilkemizin endemik bitkileri arasinda yer alan
Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’da yumurtalik ve cigek
tomurcugu kiiltiiri yoluyla haploid bitki elde etme olanaklari ortaya konulmaya
calisilmigtir. Boylece, 1slah caligmalarinda arastiricilara yol gostermek ve yontemin
1slah ¢alismalara entegre edilerek sogan gibi 1slah siiresi uzun olan bir tiirde 1slah

siiresinin kisaltilmasina katkida bulunmak hedeflenmistir.

Disi gametten in vitro haploid bitki elde etme c¢alismalarinda basariy1 etkileyen
faktorlerin basinda ana bitkinin yetistirildigi kosullar gelmektedir. Yapilan kaynak
taramalarinda  bitkilerin cogunlukla kontrollii sera kosullarinda yetistirildigi
belirtilmektedir (Szulc vd. 2002). Bizim g¢alismalarimizda kontrollii sera kosullarinin
olmamasi nedeniyle dikim zamaninin etkisi aragtirilmistir. Bu amagla 2 yil siiresince 3
farkli dikim zaman1 degerlendirmeye alinmistir. Ancak iklim kosullar1 nedeniyle ilk yil
denemelerinde 2 (3 Mayis- 17 Mayis), 2. yil denemelerinde ise 3 dikim zamani (27
Mart- 24 Nisan- 14 Mayis) denenebilmistir. Ik yi1l havalarm yagish olmasi nedeniyle
dikimlerin gecikmesi hem yeterli sayida tomurcuk elde edilememesine, hem de dikim
zamaninin etkisinin net olarak goriilememesine neden olmustur. Buna karsilik 2. yil
denemelerinde Mart ve Nisan aylarinda yapilan dikimlerden elde edilen ¢igek toplarinin
normal irilikte ve yeterli sayida cicek tomurcugu iiretebildikleri goriilmiistiir. Bu tarihler
disindaki dikimlerde genotipe de bagli olarak ¢igeklenme olmasina ragmen c¢igek
toplarindaki ¢igek tomurcuklarinin kiiclik olduklar1 goriilmiis ve bu nedenle farkli
boyutlarda ve ozellikle biiylik boy (> 4,5 mm) ¢icek tomurcugu bulmakta sikinti
yasanmistir. Tomurcuk gelisimi yoniinden yasanan bu sikintt baslangic ortamlarina
dikilen ¢i¢ek tomurcugu ve yumurtaliklarin gelisimini de olumsuz yonde etkilemistir
(Sekil 4.6). Bu nedenle gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etme ¢alismalarinda ana
bitkilerin olabildigince kontrollii kosullarda yetistirilmesi, bu durum saglanamiyorsa
tiriin istedigi ekolojik sartlarin en uygun oldugu tarihlerde dikim yapilmasi
gerekmektedir. Ozellikle genotip etkisiyle birlestiginde ana bitkinin yetisme
kosullarimin etkisi olduk¢a 6nemli olmaktadir (Murovec ve Bohanec 2012). Soganlarda

diisiik sicaklik ve yiiksek 1siklanma siiresinin gynogenezis iizerinde olumlu etkiye sahip
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oldugu bildirilmekte ise de bu konudaki arastirma sayisi oldukga sinirlidir (Bohanec,
2009). Dikim zamani etkisinin degerlendirilebildigi ikinci y1l denemelerinde alinan
sonuglar, uygun boyut ve sayida cigek tomurcugu elde etmede erken donemlerde (Mart-

Nisan) yapilan dikimlerin, daha basarili oldugunu gostermistir.

Gynogeneziste basariyr etkileyen 2. etmen Kiltir yontemidir. Bizim yaptigimiz
calismada c¢icek tomurcugu ve yumurtalik kiiltlirii denenmis, her ne kadar haploid bitki
elde etmede ¢ok doyurucu sonuglar elde edilememisse de uygulama kolayligi agisindan
tomurcuk kiiltiiri yontemi daha basarili bulunmustur. Denemede kiiltiire alinan
yumurtaliklarin %55,20’si 6n kiiltiir ortaminda siserek gelismeye baslamis ve sisen bu
yumurtaliklarin -~ %39,78’si  kallus  olusturmustur. Cicek tomurcuklarinin ise
%S58,83’linde sisme gbzlenmis ve tomurcuklarin %60,88’inin kallus olusturdugu tespit
edilmigtir. Denemede yumurtalik ve ¢igek tomurcugu kaynakli eksplantlardan
yumurtalik kiiltiirtinde 28; tomurcuk kiiltiirinde ise 87 bitki biiylime ortamina
aktarilmistir. Bu konuda ¢alisan Keller ve Korzun (1996) ¢icek tomurcuklarindan elde
edilen haploid embriyo oraninin yumurtalik kiiltiirline oranla daha fazla oldugunu

bildirmistir.

Kullanilan kiiltiir yonteminin etkinligi tizerinde kiiltiire alinan tomurcuk iriliginin etkisi
bulunmaktadir. Ciinkii tomurcuk iriligi yumurta hiicresinin fizyolojik olarak icinde
bulundugu gelisme donemini ifade etmektedir. Bugiine kadar yapilan gynogenezisle
ilgili ¢aligmalarda yumurta hiicresi i¢in uygun gelisme donemi kesin olarak tespit
edilememistir. Bir¢ok arastirict mikrosporlarin gelisme asamasini yumurta hiicresinin
gelisme asamasi olarak kabul etmektedir (Reed 2005, Chen vd. 2011). Ancak
sogangiller familyasina giren tiirlerde ciceklerdeki disi ve erkek gametler farkli
zamanlarda olgunlastifi i¢in polen gelisme doneminin baz alinmasi sorun
cikarabilmektedir. Androgenik yontemler ile karsilastirildiginda gynogenik yontemler
icin embriyo keselerinin gelisme donemlerine ait bilgiler oldukca yetersizdir (Bohanec
2009). Soganda yapilan gynogenezis c¢alismalarinda ¢icek tomurcuklarinin alinma
donemi olarak c¢iceklerin agilmasindan (antezis) Onceki doénemin uygun oldugu
bildirilmistir (Alan vd. 2003, Sulistyaningsih vd. 2006, Judkevieiene vd. 2005,
Bohanec, 2009). Arastirmanin ilk yilinda yumurtalik ve tomurcuk kiiltiiriinde kiigiik ve

orta irilikteki tomurcuk biiyiikliigii denenebilmis, ¢igeklenme doénemindeki iklim
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kosullarindan 6zellikle sicakligin diisiik olusu nedeniyle iri tomurcuk asamasinda olan
tomurcuk bulunamamistir (EK 1). Denemenin 2. yilinda 3 tomurcuk iriligi de
denenmistir. Yerli sogan cesitlerinde on Kkiiltiir ortamindaki eksplantlarin gelisimi
tizerinde tomurcuk iriliginin etkisinin genotipe bagli olarak degistigi bulunmustur.
Bayram 1 ¢esidinde tomurcuk iriligi etkili olmazken Yakut ¢esidinde iri tomurcuklardan
daha iyi sonu¢ alinmistir. Bir genelleme yapilacak olursa en iyi gelismenin iri
tomurcuklardan elde edildigi sOylenebilmektedir. Denemede gynogenezise egilimli
oldugu saptanan 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde yeterli bitki olmamasi nedeniyle (11
bitki) sadece orta irilikteki tomurcuklar kullanilabilmistir. Denemeden elde edilen
bulgular, soganlarda tomurcuklarin antezisten Onceki en iri olduklar1 dénemde
alimmasinin eksplant gelisimini olumlu yonde etkiledigini gostermistir. Bu nedenle

Bayram 1 ve Yakut sogan ¢esitleri i¢in uygun tomurcuk iriligi 4,5 mm ve lizeri olarak

tespit edilmistir.

Deneme kosullarimizda Allium tuncelianum’da g¢igeklerin tomurcuklari ¢ogunlukla
kiigiik tomurcuk iriligi (2-2,5 mm) asamasinda bulundugundan farkli irilikler
denenememistir. Ancak ileride yapilacak calismalarda ana bitkilerin biiyiime kosullar

iyilestirilerek bu ¢alismalarin devam ettirilmesi diisiiniilmektedir.

Allium tiirlerinde gynogenik haploid bitki elde etmede tiir ve cesitlerin ortam bilesimi
isteklerinin birbirinden farkli olabilmektedir (Mukhambetzhanov 1997, Murovec ve
Bohanec 2012). Kullanilan kiiltiir ortamlarina ilave edilen seker ve biiylimeyi
diizenleyici maddeler de gynogenezis fiizerinde Onemli etkilerde bulunmaktadir
(Mukhambetzhanov 1997, Bohanec 2009, Murovec ve Bohanec 2012).

Aragtirmanin birinci yilinda 6n kiiltiir ortaminin seker dozunu belirlemek amaciyla %35
ve %10’luk sakkaroz dozu kullamilmustir. On kiiltiir ortaminda gelisen eksplantlar
degerlendirildiginde, genotiplerin seker dozlarina farkli tepkiler verdigi tespit edilmistir.
Yakut sogan cesidinde %35 seker dozunda dikimi yapilan toplam 15.000 tomurcuk ve
yumurtaligin 3613’1 geliserek kallus olustururken (%24,09); %10 seker dozunda ise
4547 eksplant kallus olusturmustur (%30,31). Bayram 1 c¢esidinde ise %5’lik seker
dozunda 1585 tomurcuk ve yumurtalik kallus olustururken (%21,13), %10 seker

dozunda bu oran %16,99 olarak belirlenmistir. Yakut ¢esidinde seker dozlar1 arasindaki
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farkin istatistiki diizeyde 6nemsiz ¢ikmasi nedeniyle ileride yapilacak ¢aligmalar igin

%75°1ik sakkaroz dozu Onerilmektedir.

Soganlarda gynogenik haploid embryo uyartimiyla ilgili caligmalarda genel olarak besin
ortamina oksin olarak 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid), sitokinin olarak BAP
(Benzylaminopurine)’in farkli dozlarinin kullanilmaktadir (Campion vd. 1992,
Geoffriau vd. 1997, Martinez vd. 1997, Alan vd. 2003, 2004, Bekheet 2004, Musial vd.
2005, Reed 2005, Sulistyaningsih vd. 2006, Bohanec 2009, Forodi vd. 2009, Chen vd.
2011). Oksin ve sitokininlerin etkili dozlar1 6zellikle genotipten etkilendigi i¢in
ortamlara katilacak oksin-sitokinin konsantrasyonu ile ilgili kesin degerler

verilememektedir (Keller ve Korzun 1996, Chen vd. 2011, Murovec ve Bohanec 2012).

Arastirmamizda 6n kiiltiir besin ortaminda kaynak verileri dikkate alinarak 2,4-D ve
BAP’in 1 ve 2 mg/lI'lik kombinasyonlar1 denenmistir. Oksin ve sitokininsiz kiiltiir
ortaminda eksplant gelismesi ya ¢ok az olmus ya da hi¢ olmamistir. Buna karsilik
kullanilan dozun artirilmastyla 6n kiiltiir ortaminda gelisen eksplant sayisinin da arttig
tespit edilmistir. Denemenin her iki yilinda da Yakut ve Bayram 1 sogan cesitlerinde
baslangi¢ ortamindaki ¢igcek tomurcugu ve yumurtaliklarin gelisimi lizerinde kullanilan
oksin-sitokinin kombinasyonlarindan 2+1 mg/l 2,4-D+BAP ve 2+2 mg/l 2,4-D+BAP
kombinasyonlari daha etkili bulunmustur. Denemeye ikinci yilda eklenen 301-OH-
SXN-1 sogan ¢esidinde de benzer sonuglar elde edilmis ve sadece 2+1 mg/l 2,4-D+
BAP oksin-sitokinin kombinasyonun kullanildig: ortamdan haploid bitki elde edilmistir.
Daha oOnce yapilan c¢aligmalarda elde edilen haploid bitki sayilarina ulagilamasa da,
arastirma kosullarimizda da benzer sonuglar alinmistir (Campion vd. 1992, Martinez vd.
1997, Michalik vd. 2003).

Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’da gynogenezis yolu ile
haploid bitki elde edilmesine yonelik olarak daha ©nce yapilmis bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda ilk kez iilkemize 6zgii bir gen kaynaginda bu tip
bir konu iizerinde arastirma yapilmistir. Calisma sonucunda da 2,4-D ve BAP’nin 2
mg/I’lik konsantrasyonu etkili goriilmiistiir. Bu konuda ileride planlanacak ¢alismalarda

daha yiiksek dozlarin da denemeler alinmasi 6nerilmektedir.
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Haploidiye yonelik g¢alismalarda tiim kosullar yerine getirilse bile kullanilan tiiriin
haplodiye egilimi yoksa basari sans1 hemen hemen hi¢ yoktur . Dolayisiyla gynogenezis
yoluyla elde edilen gynogenik haploid embriyo orani, embriyo kalitesi ve embriyodan
bitki rejenerasyonu tiir ve g¢esitlere gore farklilik gostermektedir (Keller ve Korzun
1996, Michalik vd. 2003, Alan vd. 2004; Judkevieiene vd. 2005; Palmer ve Keller 2005,
Reed, 2005, Cho vd. 2006, Kim vd. 2007, Chen vd. 2011, Murovec ve Bohanec 2012).
Bu nedenle bundan sonraki ¢aligmalarda iilkemizin sogan genotiplerinin gynogenezise
yatkinliginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu arada yurt disinda yapilan calismalarla
gynogenezise egilimli oldugu belirlenen genotiplerin de devreye sokulmasi, iilkemiz

genotiplerinin potansiyelini ortaya koymak agisindan 6nemli olacaktir.

Bizim yaptigimiz arastirmada her iki yilda da kiiltlire alinan Bayram 1 ve Yakut sogan
cesitlerinde haploid bitki elde edilememis, ancak Prof. Dr. Michael J. Havey’den
(Wisconsin Universitesi) temin edilen ve soganda gynogenezis ¢aligmalarinda tanik
bitki olarak kullanilan 301-OH-SXN-1 sogan c¢esidinden haploid bitki elde
edilebilmistir. Bitki ve tomurcuk sayisinin az olmasi nedeniyle diger sogan cesitlerinden
farkli olarak 1.125 c¢igcek tomurcugunun kiiltiire alindigi denemede 1 haploid, 1
miksoploid ve 1 diploid bitki elde edilebilmistir. Ancak bu sayr da ayni c¢esidi
kullanarak yapilan calismalardan elde edilen sonuclara gore ¢ok diisiik kalmistir.
Nitekim Havey ve Bohanec (2007) ana bitkilerin kontrollii kosullarda yetistirildigi
calisgmada haploid bitki olusma oranin1 ortalama %312 olarak bulmustur. Bizim
calismamizda ana bitkilerin agik arazi kosullarinda yetistirilmis olmasiin bu oranin
diisiik olmasinda etkili oldugu kanisina varilmistir. Bununla birlikte haploid bitki elde

edilmis olmasi, denemelerimizde kullanilan protokoliin ¢alistigini géstermektedir.

Arastirma sirasinda uygulamalara gore yeterli sayida tomurcuk kullanilmasina ragmen
eksplantlarda camsilagsma, bakteri, mantar ve trips kaynakli enfeksiyonlar nedeniyle
kayip oran1 yliksek olmustur. Denemenin ilk yilinda 6n kiiltiir ortaminda kiiltiire alinan
yumurtalik ve tomurcuklarin %28,2’sinde camsilasma; % 52,66’sinda enfeksiyon; 2.
yilinda ise %10,76’sinda camsilasma; %79,34’tinde ise enfeksiyonlar nedeniyle kayip
olmustur. Besin ortamindaki yiiksek karbonhidrat ve oksin sitokinin miktarinin
camsilasmaya neden oldugu farkl arastiricilar tarafindan bildirmistir (Paques ve Boxus

1987, Ziv 1991). Ancak denememizin ilk yilinda besin ortaminda karbonhidrat kaynagi
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olarak 2 seker dozunun kullanildigi uygulamada, %5’lik dozda 6525 eksplantta
camsilagsma gozlenirken %10’luk seker dozunda ise 6196 eksplantta camsilasma oldugu
tespit edilmistir. Bu bulgularin aksine, Allium tuncelianum’da ise %10’luk seker
dozunun kullanildig1 ortamda camsilagsma oraninin daha yiliksek oldugu belirlenmistir.
Ortam bilesimlerinin camsilagsma iizerine etkisi incelendiginde; denemenin her iki
yilinda da kiiltiire alinan tomurcuk ve yumurtaliklardaki camsilagsma oraninin ortamdaki
oksin-sitokinin miktarindan etkilendigi tespit edilmistir. Oksin sitokinin kullanilmayan
ortamlarla karsilastirildiginda, oksin sitokinin dozunun artmasiyla camsilasma oraninin

da arttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.11, Cizelge 4.20, Cizelge 4.23 ve Cizelge 4.29).

Enfeksiyon oranmin yiiksek olmasinda seker dozunun da etkili oldugu disiiniilmektedir.
Cesitlere gore degismekle birlikte (Bayram 1 %62,09; Yakut %47,31), %10 seker
katilan ortamda enfeksiyon oraninin daha yiiksek olmasi bu goriisiimiizii
desteklemektedir (Cizelge 4.8). Buna karsin, Allium tuncelianum’da tersi bir durum

goriilmiis ve enfeksiyon orant %5°lik seker dozunda daha yiiksek olmustur.

Yapilan arastirma calismasi ile lilkemize 6zgli 2 sogan ¢esidi ile yine iilkemiz ig¢in
endemik olan Allium tuncelianum’da gynogenezis yoluyla haploid bitki elde etmek
hedeflenmis, ancak daha 6nce basarili oldugu belirtilen yontemlerden beklenen sonuglar
deneme kosullarimizda alinamamistir. Ancak yurt disinda sogan islah caligmalarinda
aktif olarak kullanilan bu yoOntemin iilkemiz 1slah programlarina katilmasi
gerekmektedir. Bunun yaninda iilkemiz sogan genotiplerinin haploidiye egiliminin
belirlenmesi de referans ¢esitlerin ortaya konmasi acisindan arastiricilara yol gosterici

olacaktir.

Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’da ise baslangi¢ ortaminda
cicek tomurcuklarinin gelisimi saglanmig ve tomurcuklarinin %55,28’inin kallus
olusturdugu tespit edilmis, ancak bitkiye doniisiim saglanamamistir. Dolayisiyla Allium
tuncelianum’da bu konuda bilinmezliklerin fazla oldugu disiiniilmekte ve ileride

yapilacak ¢alismalarda bu sorunlarin ¢oziilmesi de hedeflenmektedir.
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EK 2 Yakut sogan ¢esidinde tomurcuk kiiltiirii (I.Dikim: 3 Mayis 2011)

28
% %leir e Ozirs‘?‘fl‘daki ortarill\rllldaki H?ijtllfiid or]t)e;riwa
E’ (%) saslzl”t bitkisayist | sayst | aktarilan
Ho Ortam Camsilagan Enfeksiyonlu §isfne Kallus
bilesimi (say1) (say1) oy | o
0-0 108 222 218 98 45 0 0 0
1-1 96 279 198 106 0 0 0 0
5 1-2 124 140 214 139 111 3 0 0
g 2-1 95 112 325 222 168 0 0 0
2— 2-2 114 136 289 212 117 29 0 16
gl/ 0-0 139 185 159 69 51 0 0 0
3 1-1 160 173 165 72 42 0 0 0
10 1-2 135 164 148 100 76 11 0 10
2-1 111 132 255 203 153 8 0 3
2-2 44 144 227 210 187 7 0 2
0-0 104 240 212 68 31 0 0 0
1-1 97 266 229 66 12 0 0 0
5 1-2 113 218 261 95 44 5 0 0
= 2-1 154 133 213 146 88 6 0 2
E. 2-2 104 135 337 230 136 14 0 8
) 0-0 129 182 213 74 64 1 0 0
g 1-1 127 229 207 97 19 0 0 0
10 1-2 87 258 194 110 30 0 0 0
2-1 136 148 301 205 91 0 0 0
2-2 131 156 278 192 88 2 0 0
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EK 3 Yakut sogan ¢esidinde tomurcuk kiiltiirii (II. Dikim: 17 Mayis 2011)

5 BDS Ortami
= | Seker B1 . Dis
S | dou ) ortammdaki EM Haploid | ortama
F (%) Ortam | Camsilasan | Enfeksiyonlu Sisme Kallus ortamimdaki bitki aktarilan
2 bilesimi (sayn) (say1) goriilen olusturan eksplant bitki bitki
g S Y y (sayl) (sayl) sayist 1K1 Sayi1s1 sayist
= sayis1
0-0 98 169 187 124 83 0 0 0
1-1 67 283 126 89 0 0 0 0
5 1-2 121 165 133 92 64 0 0 0
g 2-1 137 119 189 144 94 0 0 0
< 2-2 112 134 202 151 104 0 0 0
i" 0-0 127 164 113 78 59 0 0 0
=}
2 11 121 92 198 169 137 0 0 0
10 1-2 102 147 181 127 101 0 0 0
2-1 97 135 257 201 118 0 0 0
2-2 72 185 239 146 93 0 0 0
0-0 125 225 91 54 0 0 0 0
1-1 109 241 102 63 0 0 0 0
5 1-2 69 281 163 79 0 0 0 0
= 2-1 96 118 214 152 136 0 0 0
S
'ir"_ 2-2 113 120 227 163 117 0 0 0
& 0-0 86 264 136 75 0 0 0 0
©
o 1-1 93 257 125 59 0 0 0 0
10 1-2 117 97 304 174 136 0 0 0
2-1 101 64 328 216 185 0 0 0
2-2 86 96 317 221 168 0 0 0
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EK 4 Yakut sogan ¢esidinde yumurtalik kiiltiirii (I. Dikim: 3 Mayis 2011)

?%ﬂ Seker BDS Ortam: Bl . EM Haploid orlt)alfna
% dozu Sisme Kallus ortamindaki ortamindaki bitki aktarilan
‘é () Ortam Camsilasan Enfeksiyonlu goriilen olusturan eksplant bitki sayisi sayist bitki
& bilesimi (say) (say) v | Gsam S sayist
0-0 151 199 136 59 0 0 0 0
1-1 142 136 198 123 72 0 0 0
5 1-2 104 165 212 114 81 0 0 0
’g 2-1 82 181 310 158 87 1 0 0
0 2-2 129 128 258 116 93 0 0 0
:L 00 101 249 138 27 0 0 0 0
=
5 1-1 98 234 184 64 18 0 0 0
10 1-2 110 240 202 38 0 0 0 0
2-1 121 183 187 69 46 9 0 0
2-2 86 264 193 29 0 0 0 0
0-0 164 186 213 31 0 0 0 0
1-1 123 166 269 78 61 0 0 0
5 1-2 113 237 217 94 0 0 0 0
= 2-1 82 120 318 213 148 0 0 0
i 2-2 115 108 361 249 127 3 0 0
S 0-0 80 270 154 87 0 0 0 0
£ 11 2 49 357 218 189 0 0 0
10 1-2 81 106 298 179 163 4 0 0
2-1 103 89 313 195 158 3 0 0
2-2 97 93 341 241 160 4 0 0
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EK 5 Yakut sogan ¢esidinde yumurtalik kiiltiirii (II. Dikim: 17 Mayis 2011)

E“ Seker BDS Ortam: Bl EM Haploid orlt)alrsna
E dozu - Kallis ortamndald ortamindaki bitki aktarilan
g 0) bi:;zi Ca::lylii)San Enfe(z::;):;nlu gif;::n olusturan e::g:lm bitki sayisi sayisi bitki
(say1) (say1) Sayist
0-0 128 222 117 0 0 0 0 0
1-1 122 228 168 15 0 0 0 0
5 1-2 139 211 87 3 0 0 0 0
’E\ 2-1 128 222 91 0 0 0 0 0
z— 2-2 89 261 124 21 0 0 0 0
:»I/ 0-0 65 285 27 2 0 0 0 0
=]
E 1-1 76 274 65 6 0 0 0 0
10 1-2 143 207 152 0 0 0 0 0
2-1 91 243 201 47 16 0 0 0
2-2 103 126 148 31 8 0 0 0
0-0 84 266 81 0 0 0 0 0
1-1 72 278 143 0 0 0 0 0
5 1-2 91 250 211 56 9 0 0 0
= 2-1 112 137 257 129 101 0 0 0
i 2-2 142 105 315 141 103 0 0 0
;; 0-0 59 291 49 0 0 0 0 0
£ 11 83 267 78 2 0 0 0 0
10 1-2 132 137 219 110 81 0 0 0
2-1 78 222 311 137 50 0 0 0
2-2 64 46 328 267 240 4 0 0
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EK 6 Bayram 1 sogan ¢esidinde tomurcuk kiiltiirii (1. Dikim: 3 Mayis 2011)

Seker BDS Ortami Dis
ED Dozu Bl EM Haploid ortama
; (%) Sisme Kallus | oremmdaki |- o ndaki bitki | aktarilan
E Ortam Camsilasan | Enfeksiyonlu goriilen olusturan eksplant bitki sayisi sayisi bitki
e bilesimi (say1) (say) (say) (say1) sayist sayist
0-0 92 258 157 30 0 0 0 0
1-1 78 272 196 31 0 0 0 0
5 1-2 91 259 218 20 0 0 0 0
’g 2-1 123 181 314 100 46 1 0 0
1 2-2 118 214 257 92 18 0 0 0
:L 00 129 221 187 8 0 0 0 0
=
5 1-1 154 196 219 41 0 0 0 0
10 1-2 121 229 259 37 0 0 0 0
2-1 92 256 201 90 2 0 0 0
2-2 127 214 213 111 9 0 0 0
0-0 87 263 197 27 0 0 0 0
1-1 72 278 214 75 0 0 0 0
5 1-2 133 178 316 131 39 0 0 0
= 2-1 129 221 241 76 0 0 0 0
E_ 2-2 137 176 259 88 37 0 0 0
; 0-0 74 276 312 89 0 0 0 0
£ 11 81 269 278 69 0 0 0 0
10 1-2 143 207 291 41 0 0 0 0
2-1 125 225 185 45 0 0 0 0
2-2 93 257 247 66 0 0 0 0
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EK 7 Bayram 1 sogan ¢esidinde yumurtalik kiltiirii (I. Dikim: 3 Mayis 2011)

BDS Ortami
Dis
38D Seke Bl EM .
= Haploi ortama
Z r ortamindak | ortanmindak L
g dozu - i eksplant i bitki dbitki | - aktarilan
é Sisme Kallus sayisl bitki
e (%) Ortam Camsilasa Enfeksiyonl goriile olustura sayist sayist
saylst
bilesim n u n n
i (say1) (say1) (say1) (say1)
0-0 112 196 157 98 42 0 0 0
1-1 78 272 114 87 0 0 0 0
5 1-2 82 268 136 89 0 0 0 0
g 2-1 109 114 246 94 127 0 0 0
2— 2-2 105 117 281 117 128 0 0 0
EI/ 0-0 45 305 119 60 0 0 0 0
5* 11 97 253 164 | 69 0 0 0 0
10 1-2 125 225 210 63 0 0 0 0
2-1 116 234 263 55 0 0 0 0
2-2 108 242 271 45 0 0 0 0
0-0 94 256 126 30 0 0 0 0
1-1 121 229 248 39 0 0 0 0
5 1-2 118 208 251 54 24 0 0 0
€ 2-1 79 158 324 156 113 0 0 0
£
0 2-2 99 192 341 151 59 0 0 0
<
@; 0-0 106 244 67 39 0 0 0 0
<
S 1-1 82 268 249 90 0 0 0 0
10
1-2 79 170 316 71 101 0 0 0
2-1 131 196 261 98 23 0 0 0
2-2 84 210 245 87 56 0 0 0
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EK 8 Bayram 1 sogan ¢esidinde tomurcuk kiiltiirti

BDS Ortami
Bl EM
o Haploid
Dikim Tomurcuk Enfeksiyonlu ortamina ortamina o D1s ortama
. iz Ortam Sisme Kallus transh wranst Bitki Aktanl
amant riligi | Camsilasan (say1) - ransfer ransfer Sayst arilan
bilesimi (sayD) goriilen olugturan cdilen edilen
(say1) (say1)
Kiigiik 0-0 39 336 138 24 0 0 0 0
(2-25
2-1 145 228 216 97 2 0 0 0
mm)
2-2 125 250 241 156 0 0 0 0
Orta 0-0 87 288 118 19 0 0 0 0
L 3-45
1.Dikim ¢ 2-1 117 258 237 161 0 0 0 0
mm)
2-2 98 277 247 138 0 0 0 0
Biiyiik 0-0 50 325 135 67 0 0 0 0
(> 4,5 mm) 2-1 57 318 315 114 0 0 0 0
2-2 103 272 301 152 0 0 0 0
Kiigiik 0-0 0 375 116 75 0 0 0 0
(2-25
2-1 0 375 267 124 0 0 0 0
mm)
2-2 0 375 286 136 0 0 0 0
Orta 0-0 0 375 214 81 0 0 0 0
L 3-45
2.Dikim ¢ 2-1 0 375 315 113 0 0 0 0
mm)
2-2 0 375 139 68 0 0 0 0
Biiyiik 0-0 0 375 124 54 0 0 0 0
(> 4,5 mm) 2-1 0 375 301 119 0 0 0 0
2-2 0 375 259 176 0 0 0 0
Kigiik 0-0 0 375 214 79 0 0 0 0
(2-25
2-1 0 375 227 157 0 0 0 0
mm)
2-2 0 375 279 201 0 0 0 0
Orta 0-0 0 375 267 112 0 0 0 0
. 3-45
3.Dikim ¢ 2-1 0 375 238 98 0 0 0 0
mm)
2-2 13 362 317 138 0 0 0 0
Biiyiik 0-0 0 375 215 76 0 0 0 0
(> 4,5 mm) 2-1 0 375 304 111 0 0 0 0
2-2 0 375 299 137 0 0 0 0
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EK 9 Yakut sogan ¢esidinde tomurcuk kiiltiirii

BDS Ortami B1 EM )
Dikim | Tomurcuk . Sisme Kallus ortammna | ortamina Hg[thllt(Jild Or]i;lfna
Zamam Iriligi Qrtqm . Camsilasan | Enfeksiyonlu goriilen | olusturan transfer - transfer Sayis1 | Aktarilan
bilesimi (say1) (say1) (say1) (say) edilen edilen
Kiigiik 0-0 2 373 117 29 0 0 0 0
(2-25
) 21 128 234 201 127 13 2 0 0
22 30 345 234 186 0 0 0 0
Orta 0-0 4 371 87 68 0 0 0 0
3-45
1 Dikim (mm) 21 106 264 198 83 5 0 0 0
2:2 0 375 224 160 0 0 0 0
Biyiik 0-0 7 368 187 138 0 0 0 0
(>45 }
) 21 33 306 321 149 36 1 0 0
2:2 6 338 206 174 31 0 0 0
Kiigiik 0-0 103 272 147 65 0 0 0 0
(2-25 ]
) 21 114 261 306 215 0 0 0 0
2:2 48 327 297 197 0 0 0 0
Orta 0-0 108 267 119 84 0 0 0 0
2.Dikim | G4 21 59 316 300 202 0 0 0 0
mm)
22 140 233 204 195 2 0 0 0
Bilyiik 0-0 25 350 172 84 0 0 0 0
(>45 21 15 360 327 210 0 0 0 0
mm)
22 29 346 284 209 0 0 0 0
Kiiciik 0-0 0 375 197 33 0 0 0 0
(2-25 21 0 375 267 169 0 0 0 0
mm)
22 0 375 314 154 0 0 0 0
Orta 0-0 0 375 319 163 0 0 0 0
3.Dikim | @45 21 14 361 334 212 0 0 0 0
mm)
22 28 347 307 204 0 0 0 0
Biiyiik 0-0 0 375 197 90 0 0 0 0
(>45 21 0 375 276 223 0 0 0 0
mm)
222 21 354 319 232 0 0 0 0
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EK 10 301-OH-SXN-1 sogan ¢esidinde tomurcuk kiiltiiri

BDS Ortanmu B1 EM
Seke rt rt; Haploi Dis
Tomurcu | 1 | Ortam | Camsilasa | Enfeksiyonl Sigme | Kallus | Surgin | © me ° aamm d Brztki ortama
klriligi | Dozu | (o0 n u gorille | olustura | olustura Aktarila
(%) Llegim n n n trar)sfer traqsfer Sayisi n
i (say1) (say1) (say) (say1) (say1) edilen edilen
ort 0-0 69 306 196 58 0 0 0 0 0
rta
(3- 5 02.0ca 135 208 259 101 5 32 7 1 3
4,5mm)
02.Sub 126 170 233 105 8 79 9 0 0
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EK 11 Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay, Matthew, Siraneci)’da tomurcuk kiiltiirii

Seker oD% O Sisme Kallus Bl EM Haploid
Tomurcuk | Dozu | ortam Camstlasan | Enfeksiyonlu goriilen | olusturan oramina | or@mina Bitki Drs ortama
iriligi %) bilesimi (sayn) (sayn) (say) (s31) trarTsfer trar?sfer Saytst Aktarilan
edilen edilen
0-0 36 464 366 122 0 0 0 0
1-1 67 354 435 305 79 0 0 0
. 1-2 83 366 421 237 51 0 0 0
2-1 7 437 498 385 36 0 0 0
2-2 67 354 476 405 129 0 0 0
0-0 98 402 268 185 0 0 0 0
1-1 95 357 379 199 48 0 0 0
1-2 89 342 387 323 69 0 0 0
2-1 156 320 459 277 74 0 0 0
Kiiciik 10
(2-25
mm) 2-2 127 325 413 326 98 0 0 0
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