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OZET

TUNCELI SARIMSAGININ (Allium tuncelianum (KOLLMAN), N.OZHATAY, D.
MATTHEW, S. SIRANECTI) IN VITRO MIKROCOGALTIMI

YUKSEK LISANS TEZI
Deniz Yusuf ICGIL

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
TARLA BITKILERI ANABILIM DALI

2012

Tiirkiye, Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan fitocografik bolgelerinin iizerinde
olmasi nedeniyle zengin bir bitki ¢esitliligine sahiptir. Tiirkiye florasinda bulunan toplam 12054
tohumlu bitki tiirtinden 3925 kadar1 (% 32.56) Tiirkiye’ye endemiktir. Bu endemik tiirler
arasinda Allium cinsine baglh tiirler 6nemli bir yer kaplar. Tirkiye’de Allium cinsine ait 159
takson olup bunlarin 53 tanesi endemiktir. Bu tez kapsamda ¢alisilmis Allium tuncelianum
bitkisi bu endemikler i¢inde yer almakla beraber Tiirkiye’nin Bitkileri Kirmiz1 Kitapta VU-
Vulnerable - gruplarina konmakla birlikte dogada orta vadeli gelecekte yiiksek tehdit altinda
olan taksonlar grubuna girmektedir. Daha o6nce yapilan caligmalarda Allium tuncelianum
bitkisinin mikro ¢ogaltim veya doku kiiltiirii ile adventif sogan olusumu ile ¢cok basarili sonug
almamamustir Tunceli sarimsagmin kiiltiire alinmasi ve korunmasi ¢ok Onemlidir Bu tez
kapsaminda in vitro hizli ¢ogaltim teknikleriyle dikey olarak geyrek, ve yarim kesilmis sogan
eksplantlar1 ve kok eksplantlar1 farkli oranlarda sitokinin ve oksin igeren ortamlarda kiiltiire
almmustir. Elde edilen sonuglarina gore ¢eyrek ve yarim soganlardan sadece yaprak olusum
gozlenirken kok eksplantlarindan sogan olusum gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gore en iyi
sogan olusumu 5 mg/l BAP ve 0.5mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir.
Gelistirilmis yontemin gelecekte Tunceli sarimsaginin iiretim ve 1slah ¢aligmalarinda basariyla
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Allium tuncelianum, mikro ¢ogaltim, bitki biityiime diizenleyicileri



ABSTRACT

IN VITRO MICROPROPAGATION OF TUNCELI GARLIC (Allium tuncelianum
(KOLLMAN), N.OZHATAY, D.MATEV, S.SIRANECT)

MASTER THESIS

Deniz Yusuf ICGIL

DEPARTMENT OF FIELD CROPS
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2012

Turkey is very rich in plant species due to it location on Euro-Siberian, Mediterranean
and Iran —Turan phytogeographic regions. It has 12054 plant species, out of which about
32.56% species are endemic to Turkey. The plants belonging to Allium species have special
place among these. Turkey has 159 Allium species out of which 53 are endemic to Turkey.
Allium tuncelianum studied in this thesis is placed among vulnerable plant species in the Red
Book of Turkish Plants. Previous studies show un-successful results from micro propagation,
tissue culture or adventitious bulb regeneration from this plant. It is very important to conserve
this important plant species. Complete bulb sterilisation was achieve during 100% commercial
bleach for 30 minutes. A comparison of the effects of different concentrations of BAP-NAA,
2,4-D on longitudinally sectioned 2 and % bulb explants showed leaf regeneration on adaksial
side of the explants. No regeneration was recorded on leaf tip and petiole explant. Root
explants showed bulb regeneration on root tips on MS medium containing various
concentrations of BAP-NAA. The best bulb regeneration was achieved on MS
mediumcontaining5 mg/l BAP-0.5mg/l NAA. This methodology test is the prospects of Tunceli
garlic production in future for production and breeding purposes.

Keywords: Allium tuncelianum, micropropagation, plant growth regulators
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1. GIRIS

Tiirkiye, kuzeyde Orta Avrupa’nin soguk ve yagish iklimi, batida Akdeniz
iklimi, doguda Orta Asya’nin kara iklimi ve giineyde ise sicak ve kurak bir ¢6l ikliminin
etkisi altinda kalan ¢ok 0zel bir kusaktadir. Tiirkiye’deki bitki Ortiisliniin zenginligi;
jeolojik  ¢aglar boyunca gecirdigi  degisiklikler ve yiizey sekillerinden
kaynaklanmaktadir. Tiirkiye florasi 12 054 adet bitki tiirii igermektedir (Giiner ve ark.
2000, Ozhatay ve ark. 1994, 1999, 2006, 2009, Ozel 2008). Buna karsin, Avrupa
Kitasi'nda yaklasik olarak 12 000 bitki tiirii bulunmakta ve s6z konusu tiir zenginligi
Avrupa’nin higbir iilkesinde bulunmamaktadir. Boylece Tiirkiye bitki cesitliligi
acisindan bir kita ozelligi gostermektedir. Ayn1 zamanda sahip oldugu tiirlerin %
32.56’s1 (3925) endemik olup Avrupa’da Endemik bitki bakimindan en zengin iilke olan
Yunanistan'da bile bu deger 800-1 000 arasindadir (Ekim ve ark. 2000). Endemizm
oraninin bu derece yiiksek olmast Tiirkiye’yi ¢icekli bitkiler agisindan ilging kilmakta

ve bir cazibe merkezi olma 6zelligi katmaktadir.

Tiirkiye florasinda 800’den fazla geofit bitki bulunmaktadir (Davis 1988, Giiner
ve ark. 2000). Bu bitkiler daha ziyade Akdeniz, Ege, Dogu Karadeniz ile Dogu ve
Giliney Dogu Anadolu Bolgelerinde yayilis gostermektedir. Tirkiye geofitlerinin
yaklasik 500 adedi soganli bitki olup, Nergisgiller (Amaryllidaceae), Siisengiller
(Iridaceae) ve Zambakgiller (Liliaceae) familyalari tiir zenginligi ve endemizm orani

bakimindan en zengin familyalardir (Davis 1988).

Onceleri, Allium cinsi, Liliaceae familyasina bagli bir cins olarak tanimlanmus,
(Jones ve Mann 1963, Bayraktar 1970, Ekinci 1972, Giinay 1983, Kiitevin ve Tiirkes
1987, Baser ve ark. 1993) ancak son 50 yilda bu konuda farkli yaklasimlar ortaya
cikmistir. Baglangigta Allium cinsi Amaryllidaceae familyas altinda incelenmis olmakla
birlikte, sonradan taksonomistler arasinda ortaya ¢ikan genel yaklasim, bu cinsin
Alliaceae familyasi altinda yer almasi olmustur (Rabinowich ve Browster 1990,
Brewster 1994). Yapilan bu yeni siniflandirmaya goére Allium sativum L.;
Monocotyledones sinifi, Liliiflorae iist takimi, Asparagales takimi, Alliaceae familyasi

ve Allium cinsine bagl bir tiir olarak kabul edilmistir.

Allium  cinsi ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Kuzey yarimkiirede yayilan 750’den

fazla tiir icermektedir (Stearn 1992). Allium cinsi i¢inde en ¢ok bilinen tiirlerden biri
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olan Allium sativum Misir ve Hindistan kiiltiirlerinde 5000 yil, Babilliler zamaninda
4500 yil ve Cinliler tarafindan da 4000 yil 6nce kullanildigi bilinmektedir (Simon
2001). Bu konudaki ilk kayitlar eski Mezopotamya (Dicle-Firat arasindaki bolge —
dolayisiyla Dogu ve Giiney dogu Anadolu) da Siimerlere (M.O. 2600-2100) aittir.
Stimerler, sarimsagir bir kiiltiir bitkisi olarak yetistirip baharat ve ila¢ olarak
kullanmiglardir. Bilinen en eski eczacilik kitab1 olan Mezopotamya Farmakopesinde
250 kadar bitkisel ilag arasinda sarimsagin da bulundugu belirtilmektedir (Erdemir ve
Elgioglu 1999). Sarimsak, Eski Yunanlilar ve Romalilar tarafindan gii¢ verdigi ve
hastaliklardan korudugu igin askerlere yedirilmistir. Ozellikle eski Misir, Roma, Cin,
Japon, Hint ve Ibrani toplumlarinda sarimsagin ilag olarak kullanildigini bildiren
yazitlar bulunmaktadir. Bu yazitlarda, sarimsagin tibbi bitki olarak hastalik tedavisinde
kullanimmin ¢ok eski tarihlere dayandigi bildirilmektedir (Jones ve Mann 1963,
Bayraktar 1970, Ayyildiz 1996, Taskin ve ark. 1997, Hahn 1996).

Tiirkiye, sarimsagin ikinci gen merkezi olarak tanimlanan Akdeniz havzasindan
Kafkaslara kadar olan bdlgenin icinde yer almasi nedeni ile biiylik bir tiir cesitliligine
sahiptir (Etoh ve Simon 2002, Tiirkes 1978). Tiirkiye’de Allium cinsine ait 159 takson
olup (Segmen ve ark. 1995), bunlarin 53 adeti endemiktir. Cizelge 1.1’ de Tiirkiye’nin
endemik Allium tiirleri verilmistir (Ozhatay ve ark. 2009, Tubives 2012).

Tiirkiye’de bulunan endemik bitkilerin tamami ile endemik olmayip (non-
endemik) nesli tehdit altinda olan tiirler ilk kez 1980°1i yillarda kabul edilen uluslararasi
IUCN tehlike kategorilerine gore siiflandirilmis ve 1989 yilinda “Tiirkiye’nin Tehlike
Altindaki Nadir Ve Endemik Bitkileri” (List of Rare, Threatened and Endemic Plants in
Turkey) isimli kitap olarak yaymlanmistir. S6z konusu kitap 2000 yilinda revize

edilerek tekrar yaymlanmistir. Bu siniflandirmada; asagidaki kategoriler belirlenmistir.

EX- Extinct- Tiikenmis: Sayet taksonun son ferdin 6ldiigii konusunda hicbir
stiphe yoksa EX kategorisindedir.

EW- Extinct in the wild - Dogada tiikkenmis: Takson bulunabilecegi ortamlarda
ve yilin farkli zamanlarinda yapilan ayrintili arastirmalarda bulunamamais, yani dogada
kaybolmus fakat kiiltiire alinmis bir sekilde yasamaya devam ediyorsa bu grupta yer

alir.
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EN- Endangered - Tehlikede: Bir takson oldukga yiiksek risk altinda ve yakin
gelecekte yok olma tehlikesiyle karsi karsiya, ancak henliz CR grubunda degilse EN

grubuna konulur.

VU- Vulnerable - Zarar gorebilir: CR ve EN gruplarina konamamakla birlikte
dogada orta vadeli gelecekte yliksek tehdit altinda olan taksonlar bu gruba girer.

LR- Lower risk - Tehdit altinda: Populasyonlari iyi ve en az 5 lokaliteden
bilinenler bu kategoriye konulmustur. Gelecekteki durumlarina gére 3 alt kategorisi

vardir.

a- (cd) Conservation dependent - Koruma onlemi gerektiren: 5 yil iginde yukaridaki
kategorilerden birisine girebilecek taksonlar. Hem tiir, hem de habitat agisindan 6zel bir

koruma statiisii gerektirenler.

b- (nt) Near threatened - Tehdit altina girebilir: Bir evvelki kategoriye konamayan ancak

VU kategorisine konmaya yakin adaylar.

c- (Ic) Least deficient - En az endise verici: Herhangi bir koruma gerektirmeyen ve

tehdit altinda olmayanlar.

DD- Data deficient - Veri yetersiz: Bir taksonun dagilim ve bollugu hakkindaki
bilgi yetersiz ise, takson bu gruba konur.

CR- Critically endangered - Cok tehlikede: Bir takson ¢ok yakin gelecekte yok

olma riski altinda ise bu gruba konur.

NE- Not evaluated — Degerlendirilemeyen: Yukarida ki herhangi bir kriter ile

degerlendirilemeyenler bu gruba konur.
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Cizelge 1.1. Tirkiye’nin endemik Allium tiirleri

No | Takson ismi Bulundugu Tiirkiye Dagilimi Kirmizi
Yiikseklik (metre) Kitaptaki
Siniflandiriimasi
1 | Allium czelghauricum BORDZ. D. Anadolu DD
2 | Allium koenigianum GROSSH. D. Anadolu DD
3 | Allium gayi BOISS. 0-1800 G. Anadolu LR(nt)
4 | Allium isauricum HUB.-MOR. ET WENDELBO 1900-2020 G. Anadolu VU
5 | Allium incisum FOMIN 1650-1700 D. Anadolu VU
6 | Allium peroninianum AZNAV. 250-1600 D. Anadolu LR(nt)
7 | Allium microspathum EKBERG 0-2800 D. Anadolu LR(cd)
8 | Allium alpinari N. OZHATAY ET KOLLMANN 0-2300 G. Anadolu VU
9 | Allium balansae BOISS. 2440-2775 K. ve D. Anadolu LR(cd)
10 | Allium tchihatschewii BOISS. 1000-2000 D. Anadolu LR(Ic)
11 | Allium wendelboanum KOLLMANN GD. Anadolu VU
12 | Allium sieheanum (HAUSSKN. EX) KOLLMANN | 900-1200 0. Anadolu LR(Ic)
13 | Allium sivasicum N. OZHATAY ET KOLLMANN | 900-1800 0. Anadolu LR(Ic)
14 | Allium djimilense BOISS. EX REGEL 1700-3000 D. Anadolu LR(Ic)
15 | Allium sibthorpianum SCHULTES ET 700-2500 K. ve O. Anadolu LR (Ic)
SCHULTES FIL.
16 | Allium tauricola BOISS. 1200-2900 K., D., O.veG. LR(Ic)
Anadolu
17 | Allium brevicaule BOISS. ET BAL. 600-2500 G. ve O. Anadolu LR (Ic)
18 | Allium kurtzianum (ASCHERSON & SINT. EX) KB. Anadolu(B.) EN
KOLLMANN
19 | Allium flavum L. SUBSP. flavum Lm. VAR. minus | 1600-2500 K. Anadolu VU
BOISS.
20 | Allium flavum L. SUBSP. tauricum (BESSER EX 0-800 G. Anadolu VU
REICHB.) STEARN VAR. pilosum KOLLMANN
ET KOYUNCU
21 | Allium phrygium BOISS. 900-1850 0. Anadolu LR(Ic)
22 | Allium deciduum N. OZATAY ET KOLLMANN 550-2000 GB. Anadolu LR(cd)
SUBSP. deciduum N. OZHATAY
23 | Allium deciduum N. OZHATAY ET KOLLMANN | 550-2000 ? VU
SUBSP. retrorsum N. OZHATAY ET
KOLLMANN
24 | Allium olympicum BOISS. 1300-2800 K. Anadolu LR(Ic)
25 | Allium kastambulense KOLLMANN 40-1250 K. Anadolu LR(nt)
26 | Allium armenum BOISS. ET KOTSCHY 900-2440 D. Anadolu LR(Ic)
27 | Allium huber-morathii KOLLMANN, N. 1000-2000 O. Anadolu LR(Ic)
OZHATAY ET KOYUNCU
28 | Allium pictistamineum O. SCHWARZ VAR. 200-980 B. Anadolu LR(cd)
humile REGEL
29 | Allium variegatum BOISS. 0-1100 D. Anadolu VU
30 | Allium sandrasicum KOLLMANN, N. OZHATAY | 10-300 GB. Anadolu LR(cd)
ET BOTHMER
31 | Allium oltense GROSSH 0-1350 KD. Anadolu VU
32 | Allium cappadocicum BOISS. 900-1400 0. Anadolu LR(Ic)
33 | Allium macrochaetum BOISS. ET HAUSSKN. 1100-2100 D. ve O. Anadolu VU
SUBSP. tuncelianum KOLLMANN
34 | Allium stearnianum KOYUNCU, N. OZHATAY 1600-1750 O. Anadolu LR(cd)
ET KOLLMANN SUBSP. stearnianum
KOYUNCU, N. OZHATAY ET KOLLMANN
35 | Allium stearnianum KOYUNCU, N. OZHATAY 2500-3000 D. Anadolu LR(nt)
ET KOLLMANN SUBSP. vanense KOLLMANN
ET KOYUNCU
36 | Allium proponticum STEARN ET N. OZHATAY 0-600 B. Anadolu LR(lc)
VAR. proponticum STEARN ET N. 0ZHATAY
37 | Allium proponticum STEARN ET N. OZHATAY 800-900 G. Anadolu VU
VAR. parviflorum KOLLMANN
38 | Allium stylosum O. SCHWARZ 100-1800 B., GB. ve O. LR(Ic)
Anadolu
39 | Allium reuterianum BOISS. 1800-2100 B., GB. Anadolu LR(Ic)
40 | Allium phanerantherum BOISS. ET HAUSSKN. 200-1800 G. Anadolu LR(nt)
SUBSP. deciduum KOLLMANN ET KOYUNCU
41 | Allium nevsehirense KOYUNCU ET KOLLMANN | 800-1900 0. Anadolu LR(Ic)
42 | Allium gorumsense BOISS. 0-1280 G. Anadolu (Adana) EN
43 | Allium sintenisii FREYN 0-1300 D. Anadolu LR(nt)
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44 | Allium junceum SM. SUBSP. tridentatum 5-10 G. Anadolu LR(cd)
KOLLMANN, N. OZHATAY ET KOYUNCU

45 | Allium scabriflorum BOISS. 700-1700 0. ve G. Anadolu LR(Ic)

46 | Allium armerioides BOISS. GD. Anadolu DD

47 | Allium baytopiorum KOLLMANN ET N. 0-1200 D. Anadolu EN
OZHATAY

48 | Allium robertianum KOLLMANN 0-1550 G. Anadolu LR(nt)

49 | Allium sosnowskyanum MISCZ. 1270-1650 KD. Anadolu LR(Ic)

50 | Allium stenopetalum BOISS. ET KOTSCHY 1280 G. Anadolu EN

51 | Allium karamanoglui KOYUNCU & KOLLMANN | 0-800 G. Anadolu EN

52 | Allium shatakiense RECH. FIL. 1800-2750 D. Anadolu LR(nt)

53 | Allium rhetoreanum NAB. 0-2100 GD. Anadolu \4Y

Tubives.gov.tr, (erigim tarihi: 03.02. 2012) ve Ekim ve ark. 2000 (degistirilerek)

Bu tezin ¢alisma konusu olan Allium tuncelianum, Allium cinsinin Tiirkiye’ye
0zgli endemik bir tirti olup, diinyada sadece Tunceli iline baglhh Ovacik, Hozat ve
Piiliimiir Ilceleri (Sekil 1.1) ile Munzur dagi yamaclar1 (Sekil 1.2) ve Tunceli ili ile

Erzincan ile Sivas sinirlar1 arasindaki mese ormani alanlarinda yayilis gostermektedir.

Tiirkiye Bitkiler Kirmiz1 Kitap (Egrelti ve Tohumlu Bitkiler - EKim ve ark.
2000)’ta Allium tuncelianum bitkisi VU- Vulnerable - Zarar gorebilir: CR ve EN
gruplarina konmamakla birlikte dogada orta vadeli gelecekte yiiksek tehdit altinda olan

taksonlar grubuna girmektedir.
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TUNCELI

\ ILI HARITASI
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Tunceli sarimsafin
Tunceli il'inde en
fazla dogal olarak
bulunan yerler mam

Sekil 1.1. Allium tuncelianum bitkisinin Tunceli il sinirlar1 i¢indeki yayilis alanlar
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Sekil 1.2. Munzur dag: eteklerinde tarla kosullarinda Tunceli sarimsaginin iiretiminde
calisan isgiler (www.tuncelitarim.gov.tr (erisim tarihi: 03.02. 2012)

Sekil 1.3. Munzur dagi yamaglarinda mese ormanlik alanlarinda yayilis gosteren
Allium tuncelianum’un ¢igeklenme déneminden goriiniimii

Tunceli sarimsagt ilk kez Allium macrochaetum’un bir alt tirii olarak

tanimlanmistir (Kollman 1983). Ancak daha sonra yapilan ¢aligmalarda bunun farkli bir


http://www.tuncelitarim.gov.tr/
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tiir oldugu anlagilmis ve tiir diizeyine yiikseltilerek Allium tuncelianum adi verilmistir
(Ozhatay ve Mathew 1995). Tunceli sarimsagi1 (Allium tuncelianum) Monocotyledonea
(tek genekliler) sinifinin, Liliflore takiminda ve Liliaceae familyasinin Allium cinsi
icerisinde yer almaktadir (Cizelge 1.2-Hanelt 1990). Kromozom sayisi ise 2n=16’dir
(Ozhatay 2002).

Cizelge 1.2. Allium tuncelianum bitkisinin bilimsel kiinyesi

Familya Alliaceae

Cins Allium

Tiir Allium tuncelianum (Kollmann) Ozhatay, B.Mathew & Siraneci, Kew
Bull. 50: 723 (1995)

Sinonimi A.macrochaetum Boiss. & Hausskn. subsp. tuncelianum Kollmann,
Notes R.B.G. Edinb. 41:262, f. 6 (1983).

Tip Ornegi Tiirkiye: B7 Tunceli: Munzur Da., Aksu Dere above Ovacik, 1800 m, 21
vii 1957, Davis 31498 (holo. E)

Yetisme Ortamy/habitat Kuru, kayalik, ¢akil akintili ve erozyonlu yamaglar

Yiikseklik 1000- 2500 m’ler aras1

Fitocografik Bolgesi [ran-Turan elementi

Tehlike Kategorisi Tiirkiye Bitkileri Kirmizi kitabina gére VU (Vulnerable)- Duyarli, Zarar
gorebilir

Ulkemizde Yayihsi Yukar1 Kizilirmak ve Yukari1 Firat Bolimleri: B6 Sivas, B7 Tunceli,
Erzincan c¢evreleri.

Diinyada ki Yayilis1 Tiirkiye (Endemik)

(TIM 2012a) (www.tuncelitarim.gov.tr-erisim tarihi: 03.02. 2012)

Alper (2005), Tunceli sarimsaginin ¢icek sapt uzunlugunun 80-110 cm, ¢igek
sap1, kapcik rengi ve tag yaprak renginin; beyaz, agik mor ve mor arasinda degisim
gosterdigini, ciceklerde 6 adet erkek organ ve 1 adet disi organ bulundugunu ve bir
meyvede 4-6 adet tohum alinabilecegini belirlemistir. Ayrica, tohumlarin siyah renkli 1-
2 mm ¢apinda, 3 koseli ve iizerlerinin burusuk oldugu ve 1000 tohum agirliginin 3,2 g

oldugunu saptamistir (Yanmaz ve Ermis 2005).

Tunceli sarimsagi ile ilgili yapilan kimyasal analizlerde (Cizelge 1.3.); protein
ve karbonhidrat oranlarinin sirasi ile % 2.38 ve % 28.1; E, B1, B2, B6 ve Niasin
vitaminleri yaninda yag asitleri igerigi bakimindan % 5.31 stearik, % 13.07 oleik, %
13.07 linolenik ve % 24.87 oraninda palmitik asit, bitki mineral igerigi bakimindan da
olduk¢a zengin olup % 19.58 P, % 42.23 Ca, % 208.6 mg K ve % 13.12 Na
icermektedir (TIM 2012c¢).

Tunceli sarimsagi, kiiltiirii yapilan sarimsak (Allium sativum) tiiriiniin aksine tek

disli olup, genellikle yetistigi bolgede Yo6re halki tarafindan “Dag Sarimsagi, Yabani
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Sarimsak, Kaya Sarimsagi” adlar ile taninmakta ve dogadan toplanarak yaygin olarak
tiiketilmektedir. Toplamanin yogun oldugu yillarda sarimsak g¢evre iller ve ozellikle
Istanbul’da pazarlanmaktadir. Bitki, dogada siirekli ve bilingsiz toplamalardan dolay:

baski altina alinmakta, tahribat gérmekte ve yayilis alan giin gectikce daralmaktadir.

Tunceli sarimsaginin son yillarda ekonomik 6nemine paralel olarak tiiketim
miktar1 da artmstir. Ozellikle her sene temmuz aymin son haftas1 Tunceli ilinde yapilan
Munzur Festivali nedeniyle disaridan gelen insanlar Tunceli sarimsaginin varligi ve
gida olarak tiiketimi hakkinda bilgi sahibi olmakta ve satin almaktadirlar. Bu ylizden
yildan yila tiiketimi ve buna bagli olarak dogadan sokiimii ciddi sekilde artmaktadir. VU
kategorisinden goriilmesinden bugiline uzun zaman ge¢mis olup (yaklasik olarak 11 yil)
her gegen giin dogadan bilingsizce toplanma miktar1 artmis ve dogal yayilis alaninda

hizl1 bir sekilde tahribata ugramstir.

Tunceli sarimsagi ile ilgili olarak Ulasilabilir Yasam Dernegi tarafindan
yirlitilen bir proje kapsaminda bitkinin dogal ortamda nasil ¢ogaldigi ve kiiltiire
alinmasina yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda Tunceli, Ankara ve Yalova
kosullarinda bitkinin yavru soganciklarindan ve tohumdan tiretme ¢alismalart ile birlikte
in vitro c¢ogaltma ¢alismalar1 gergeklestirilmistir (GEF 2003). Ayrica, Dicle
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimiinde de Tunceli sarimsag: ile ilgili

calismalar yiirtitiilmekte ve olumlu sonuglar alinmaktadir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Allium tuncelianum bitkisi (a) Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii
Soganli Bitkiler Koleksiyon Bahgesinden; Allium tuncelianum bitkisinin toprak istii, (b)
cicek (floresans) aksamu, (c¢) tohumlar1 ve (d) soganlarinin goriintiileri

T.C Tunceli Valiligi il Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii 2011 yilinda
Tunceli sarimsaginin yerinde korunmasi ve c¢ift¢i sartlarinda kiiltiire alinmasi igin
hazirladigi “Tarlanda Uret Sofranda Tiiket” projesi i¢in Firat Kalkinma Ajansindan

Dogrudan Faaliyet Destegi hibe programindan destek almigtir.

S6z konusu proje ile kisa vadede Tunceli Sarimsag: iiretim planin hazirlanmasi,
yetistirme tekniklerinin gelistirilmesi, verim ve kalitenin artirilmasi ve iireticilerin
teknik kapasitesinin yiikseltilmesi, Tunceli sarimsaginin analizlerinin yapilarak tibbi
degerinin ortaya konmasi (Cizelge 1.3), Tunceli sarimsaginin, cografik isaretleme ve
marka tescilini almak ve olusturmak basta olmak {lizere, yerel/ ulusal pazarlama ve
tanitim  stratejileri  belirleyerek pazarlanma kosullarinin  saglanmasi, Tunceli
Sarimsagmin (Allium tuncelianum) korunmasi, toplayicilarin bilinglendirilmesi ve
onlarin {iretici ailelere doniistiiriilmesi, kiiltiire alinmas1 ve tarla sartlarinda tiretiminin
yapilmasi, girisimci ve yenilik¢i yaklasimlarla bu kaynagin etkin, ¢evreye duyarl bir

sekilde kullanilmasi, isttihdamin gelistirilmesi ve ilin ekonomik potansiyelinin harekete
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gecirilmesi amaglanmigtir. Projenin planlama ve uygulanmasi icin konu ile ilgili Ziraat
Miihendislerinden 4 kisilik bir proje ekibi kurulmustur. Ayrica konu uzmani
akademisyenlerden bilim damisma kurulu kurulmustur. Projenin yiiritictligini

Tunceli Gida, Tarim ve Hayvancihik il Miidiirliigii yapmaktadir. Proje biinyesinde

www.tuncelisarimsagi.net (erisim tarihi: 03.02.2012) adresli bir web sayfasi
hazirlanarak hizmete sunulmustur (TIM. 2012 b) (www.tuncelitarim.gov.tr-erisim
tarihi: 03.02.2012).

Cizelge 1.3. Tunceli sarimsagina ait gida analiz sonucu

Analiz Sonug Analiz Sonug
Enerji 124 kcal/100 g Palmitoleik Asit 0.78 %
Nem 63.14 g/100 g Stearik Asit 531%
Kiil 0.919/100 g Oleik Asit 13.07 %
Protein 2.389/100 g Linolenik Asit 13.07 %
Karbonhidrat 28.10 g/100g g-Linolenik Asit 5.43%
Toplam Seker 25.0 g/100 g Palmitik Asit 24.87 %
Diyet Lif 5.24 g/100 g Kaproik Asit 0.59 %
Yag 0.23 g/100 g Kaprilik Asit 0.80 %
E vitamini 0.54 g/100 g Kaprik Asit 0.90 %
B1 vitamini 0.083 mg/100 g Laurik Asit 1.24%
B2 vitamini 0.05 mg/100 g Miristik Asit 5.14 %
B6 vitamini 0.18 mg/100 g Cu (Bakir) 0.011 mg/100 g
Zn (Cinko) 5.55 mg/100 g
Folik Asit 66.70 ng/100 g Fe (Demir) 7.98 mg/100 g
Niasin 1.03 mg/100 g P (Fosfor) 19.58 mg/100 g
B12 vitamini 0.132 ng/100 g Ca (Kalsiyum) 42.23 mg/100 g
K1 vitamin 12.44 ng/100 g Mg (Magnezyum) 21.73 mg/100 g
C vitamini 7.22 mg/100 g Mn (Mangan) 0.18 mg/100 g
Kuru madde % 37.94 K (Potasyum) 208.6 mg/100 g
Kolesterol TED Na (Sodyum) 13.12 mg/100g
pH 6.56 Se (Selenyum) 0.0013 mg/100 g

(TIM. 2012¢) (www.tuncelitarim.gov.tr-erisim tarihi: 03.02. 2012)

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Allium tuncelianum bitkisinin mikro g¢ogaltim
veya doku kiiltiirii ile adventif sogan olusumu ile ¢ok basarili sonu¢ alinamamistir

(Yazar 2006).

Tohumla ¢ogaltma c¢aligmalart sirasinda yapilan 6n denemelerde, tohumlarin
¢imlenme oranmin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada tohumlardan 2
aylik bir siiregte ancak %2’lik bir ¢imlenme orani elde edilmistir (Yanmaz ve Ermis

2005).

Bu tez calismasi kapsaminda; Allium tuncelianum bitkisinde in vitro hizh
cogaltim teknikleri gelistirerek, bitkinin tiretimi igin etkili, hizli ve giivenli bir yol

bulunmast hedeflenmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Tiirkiye {i¢ kitanin birlestigi ve ii¢ tarafi denizlerle cevrili, farkli yiikseltilere
(deniz seviyesinden 5000 metre yiikseklige kadar) sahip bir kara pargasinda oldugu i¢in
zengin iklim c¢esitliligine ve dolayisiyla ¢ok sayida bitki tiirline sahiptir. Tiirkiye
florasinda 12 054 tohumlu bitki tiirii bulunmaktadir ve her dort tiirden birinin endemik
olmasi1 Tirkiye florasinin 6nemini daha da arttirmaktadir. Tiirkiye florasinda 800°den
fazla geofit bulunmaktadir. Bu geofitlerin yaklasik 500 kadar1 soganli bitki olup,
Allium cinsine bagli 159 taksondan 53 tanesi endemiktir. Bu tez kapsaminda g¢alisilan
Allium tuncelianum bitkisi Tiirkiye’ye 6zgili endemik bir tiir olup, Yukart Kizilirmak ve
Yukar1 Firat Boliimleri: B6 Sivas, B7 Tunceli ve Erzincan cevrelerinde bulunmaktadir.
Diinya’da ve Tiirkiye’de fazla bilinen bir tiir olmamasi nedeniyle Allium tuncelianum
lizerine ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birgogu tarla denemeleri
ve sitogenetik ¢alismalar vb sekildedir. Allium tuncelianum ve Allium cinsine ait bazi
tirler tlizerine yapilan Onemli doku kiiltiirii ve mikro c¢ogaltim c¢aligmalar asagida

verilmistir.

Nil (1977), sarimsakta (Allium sativum) kallus kiiltiirii kullanarak organogenesis
ve embriyogenesis Yyoluyla bitki elde etmek icin etkili biiylime diizenleyici
konsantrasyonlarin1 belirlemek amaciyla yaptiklar1 arastirmada, govde, yaprak diskleri
ve siirglin ucu parcalarin1 kullanmistir. Calisma sonucunda, AZ ortamina kallus
olusumu i¢in konulan her ii¢ eksplantindan yiiksek oksin ve diisiik sitokinin
konsantrasyonlarinda (10 p M (2 mg/l) p-CPA (p-klorofenoksiasetik asit) + 2 u M
(0.4mg/l) 2,4-D + 0.5 u M (0.1 mg/l) kinetin) %55, % 83 ve % 10 oraninda kallus
olusumu goriilmiistiir. Meydana gelen kalluslar degistirilmis AZ ortaminda (18 u M (3.6
mg/l)Amonyum azotu ve 40 u M (8 mg/1) Nitrat azotu ) 10 u M (2 mg/1) kinetin ile 10 p
M (2mg/l) IAA bulunan ortamda siirgiin olusturmuslardir. Kinetin dozundaki artis ve
uzun siireli (1 aylik) kiiltir kosullarinda (20 p M (4 mg/l) kinetin + 10 p M (2 mg/l)

IAA) siirgiinlerde farklilasma ve embriyoid olusumu meydana gelmistir.

Bhojwani (1980), sarimsakta (Allium sativum) viriisten arindirilmig bitki elde
etmek amaciyla 5-8 mm siirgiin uclari1 B5 ortaminda 2iP (6dimetilaminopurin) ve
NAA’in ¢esitli konsantrasyonlarinin bulundugu ortamlara kiiltiire almistir. Kiiltiire

aldiktan 14 giin sonra siirgiin uc¢larinda kardesler goriilmeye baslamistir. Maksimum
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kardes sayis1 (6 adet/bitki) 6. haftada 0.5 mg/l 2iP + 0.1 mg/l NAA bulunan ortamlarda
belirlenmistir. Alt kiiltiir sayis1 arttikga bitkilerde bas olusumunda cogalma ve
kardeslenme sayisinda azalma goriilmiistiir. Kardes sayisinin artmasinda, sitokinin-
oksin kombinasyonlarmin birlikte kullanilmasinin daha etkili oldugu belirlenmistir. En
diisiik kardes sayis1 sadece oksin bulunan (NAA) ortamlarda goriilmistiir. En iyi
koklenme ortammin B5 + 0.2 mg/l NAA + 0.01 mg/l 2iP oldugunun belirlendigi
arastirmada, NAA dozundaki artis (0.5 mg/l) koklenme olusumunu azaltmistir (% 56.5).

Deneme sonucunda % 70 oraninda saglikli bitki elde edilmistir.

Matsuda ve Adachi (1996), A. tuberosum‘da dort farkli gesitte somatik
embriyogenesis yoluyla bitki elde etmek amaciyla yaptiklari calismada embriyo
olusumunun g¢esitlere gore degistigini belirterek Green-Belt ve Giant-Belt gesitlerinde
somatik embriyo olusumu goriilmezken, Super-Green Belt ve Wild-Green ¢esitlerinde
% 54.7 ve % 30.1oraninda somatik embriyo olusumu gozlenmistir. Ayni ¢aligmada g¢esit
yaninda farkli konsantrasyonlardaki 2,4-D’nin kallus olusumuna etkisi arastirilmis ve
calisma sonucunda 5.0 mg/l 2,4-D bulunan ortamda embriyonik kallus olusumu

goriilmemigtir.

Haque ve ark. (1997), sarimsakta (Allium sativum) biiyiimeyi diizenleyici tipi ve
dozu, temel besin ortami ve koklerin alindigi bitki yasimmin kok ucu kiiltiirii yoluyla
siirglin elde etmedeki etkisini ortaya koymak amaciyla yiiriittiikkleri calismada, en uygun
biliylimeyi diizenleyici kombinasyonunu 1 p M (0.2 mg/l) NAA (Naftalenasetik asit) +
10 p M (2 mg/l) BA (Benziladenin) olarak belirlemislerdir. Bu kombinasyonda kok
uglariin % 75’1 siirglin olusturmustur. Sarimsak baglarinin dikiminden 15-18 giin sonra
alman kok uclarindan daha hizli siirgiin olusmustur. MS ortaminda kok basma 10
stirgiin elde edilirken, B5 ortaminda eksplant basina siirgilin sayis1 daha fazla olmasina
karsilik, daha ciliz siirgiinler elde edilmistir. Hormonsuz besin ortamlarinda kdklenme
meydana gelmis, koklenen bitkiler dis kosullara basarili bir sekilde alistirilmis ve dis
gorliniis yonlinden bitkiler arasinda 6nemli farkliliklar goriilmemistir. Gelistirilen

yontemin sarimsak iiretiminde basariyla kullanilabilecegi belirtilmistir.

Ayabe ve Sumi (1998), sarimsak (Allium sativum) dislerinden ayrilan govde
disklerinin de sarimsagin mikro ¢ogaltiminda 6nemli oldugunu belirterek, hormonsuz

LS (Linsmaierve Skoog) ortaminda ve 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l BA’li ortamlarda
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kiiltiire alinan govde disklerinden 2 hafta sonunda ¢ok sayida siirgiin ucu gelisebildigini
kaydetmislerdir. Siirgiinlerin % 90’mn dan fazlasinin sogan olusturdugu ve rejenerasyon
dan once sarimsak baslarinin yaklasik 8 hafta 4°C’de 6n muamele yapilmasinin hem

stirgiin olusumunu hem de sogan olusumunu artirdigini bildirmislerdir.

Myers ve Simon (1999), sarimsakta (Allium sativum) Kok kiiltiirii ile yaptiklari
calismada ise kallus yasimnin (4, 6, 9, 12 aylik ) artmasma paralel olarak siirgiin
rejenerasyonunda ve bitki parcasi basina diisen siirgiin sayisinda azalma meydana
geldigi ve siirgiin rejenerasyonu yoniinden en iyi sonug¢larin 6 ve 6 aydan daha az yash

kalluslardan elde edildigini belirlemislerdir.

Garcia ve Vargas (2000), 4 farkli sarimsak (Allium sativum) ¢esidinde, meristem
dokularindan siirgiin ¢cogaltmak amaciyla yaptiklar1 arastirmada, MS ortamina katilan
NAA+BA ve NAA+2iP kombinasyonlarin etkisini arastirmislardir. Arastirma
sonucunda kardes sayisi ¢esitlere gore 1.83 ile 3.85 adet arasinda degisim gostermis, en

Iyi sonuglar 0.5 mg/1 2 iP ve 0.2 mg/l NAA kombinasyonundan elde edilmistir.

Sata ve ark. (2001), sarimsagin (Allium sativum) mikro ¢ogaltiminda daha pratik
ve fazlasayida bitki elde etmek igin In vitro teknikler gelistirmek amaciyla yaptiklari
calismada sarimsak dislerin dip kisimlarindan aldiklar1 dokulardan somatik embriyo
olusumu i¢in, farkl bliylime diizenleyicilerin (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg/I kinetin ile
0,00.5,1.0,1.5, 2.0, 2.5 mg/l 2,4-D), temel besin ortaminin (White’s) ve bitkicik tipinin
etkisini arastirmiglardir. En iyi biiylimeyi diizenleyici kombinasyonu olarak % 60
somatik embriyo olusumu saglayan 1.0 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l kinetin kombinasyonu

belirlenmistir

Roksana ve ark. (2002), sarimsakta (Allium sativum) siirgiin ucu kiiltiiriinden
sogan elde edilmesi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 0.2-0.3 mm uzunlugundaki siirgiin
uclarini MS ortaminda 2iP, BA, kinetin (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0
mg/l) ile NAA ve TAA (0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 0.5 mg/l) kombinasyonlarinin bulundugu
s1v1 ve yari s1vi ortamlarda kiiltiire almiglardir. En yiiksek kardeslenme orani dikimden
3 hafta sonra 0.5 mg/l 2iP + 0.25 mg/l NAA (9.8 £ 1.2) bulunan ortamdan elde
edilmistir. Bunu 7.9+0.9 ile 1.5 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA bulunan ortam izlemistir. Bu
sonuca gore diisiik orandaki 2iP+NAA, yiiksek kardeslenme oraninda daha etkili

olmustur. Hormonsuz ortamda kardeslenme meydana gelmemistir. Calisma sonuglarina
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gore erken kardeslenme acisindan sitokininlerin tek kullanilmasi yerine oldugu
sitokinin-oksin kombinasyonlarinin daha etkili ve sivi ortamlarda 9 kardeslenmenin

daha erken basladig1 goriilmiistiir.

Fereol ve ark. (2002), sarimsakta (Allium sativum) somatik embriyo olusturma
ve bitki ¢ogaltma konusunda protokol gelistirmek amaciyla yiiriittiikkleri arastirmada,
geng yaprak ve kok kisimlarindan in vitro kosullarda kallus elde etmeyi denemislerdir.
Yaprak parcalarindan daha az miktarda kallus elde edilmesine ragmen, embriyonik
kapasitenin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. B5 ortaminda 2 ay sonunda 0.1 mg/| 2,4-
D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) + 0.5 mg/l kinetin kombinasyonunda % 75 oraninda
globular asamada embriyo elde edilmistir. Daha sonra elde edilen somatik

embriyolardan % 30‘u bitkiye doniistlirilmiis ve serada dis kosullara adapte edilmistir.

Kim ve ark. (2003), sarimsak (Allium sativum) kalluslarindan siirgiin elde etmek
ve in vitro ortamda dis olusumunu saglamak amaciyla yiiriittiikleri arastirmada, yaprak
parcalarmi kullanmiglar ve farkli biliylimeyi diizenleyici konsantrasyonlar1 ve seker
dozlarinin etkisini incelemislerdir. Arastirma sonucunda, en fazla kallus MS ortaminda
1.0 mg/l 2,4-D, 30 g/l sakkaroz ve 8 g/l agar katilmig ortamlardan alinmistir. 3.0 mg/1
kinetin+3.0 mg/l NAA ve 30 g/l sakkaroz kombinasyonunda kalluslardan daha fazla
siirglin elde edilmistir. Jasmonik asit dozunun 0.5 mg/I’den 2.0 mg/’ye ¢ikarilmasiyla
10 dis olusumu artmis, buna karsilik JA dis olusumunu engellemistir. En yiiksek dis
olusturma oran1 (% 96), 25 °C sicaklikta 2 ay sonunda 2.0 mg/l jasmonik asit ve 120
mg/l sakkaroz, katilmis ortamdan elde edilmistir. Ayn1 arastirmada siirgiin verimi ve
sogan olusumu siv1 kiiltlir kosullarinda incelenmistir. 9 hafta sonunda 6l¢iilen en fazla
cogalma oran1 135 sogancik/bitki parcast ile 5.1 mg/INAA + % 11 (w/v) sakkaroz + 10
p M (2 mg/l) JA katilan ortamlardan alinmistir. Biiyiime engelleyicilerden CCC
(Kloroklorin ~ Kklorid), B-9 (Daminozid), ABA (Absizikasit) da soganciklarin
bliylimesinde uyarict rol oynamistir. Ayrica karanlik ortam sogancik olusumunda
uyarici etkisi goriilmiistiir. Soganciklarda dinlemenin kirilmasinda 4 C’de 8 hafta soguk

uygulamas: etkili olmustur.

Haque ve ark. (2003), sarimsakta (Allium sativum) 2,4- D (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0
mg/1) ile BA (0,0.5, 1.0 mg/l) kombinasyonlarinin in vitro kosullarda ¢ogalmaya etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda bitki eksplant olarak kok ucu, gévde ve yaprak eksplant
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kullanmislardir. Calisma sonucuna gore, en fazla kallus gelisimi yaprak eksplantlart ile
yiiksek oranda 2,4 —D ve BA bulunan (2.0 mg/l 2,4- D + 1.0 mg/l BA) ortamlardan
alinmistir (% 80). G6vde eksplantindan ve kdk ucundan ayni ortamda % 75 ile % 70
oraninda kallus olusumu goriilmiistiir. Bitkiler dis kosullara basariyla aktarilmis ve %

40-60 oraninda saglikl bitki elde edilmistir.

Humberto ve ark. (2004), sarimsakta (Allium sativum) 5 c¢esitle yapilan siirgiin
ucu kiiltiirii ¢alismasinda NAA, TAA, IBA (0.05, 0.1 mg/l) ile kinetin (0.1 mg/l)
kombinasyonlarin1 denemislerdir. Calisma sonucuna gore, en yiiksek kardeslenme orani

% 89 ile NAA (0.1mg/l) + kinetin (0.1 mg/l) bulunan ortamda meydana gelmistir.

Martin ve ark. (2004), tarafindan sarimsakta (Allium sativum) gergeklestirilen
kok kiiltiirii ¢alismasinda siirgiin ¢ogalma oranina besi ortami ve 1s18in etkisi incelenmis
ve ¢alismada kok uglari, ti¢ farkli ortamda (A3: B5+0.03 mg/l 2,4-D+2 mg/l NAA+3
mg/IBA, B4: B5+2 mg/l NAA+3 mg/l BA, H: MS + 0.2 mg/l NAA+2.2 mg/l BA) 16/8
saat (1sik/karanlik) ve karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir. Calisma sonucunda, kok
uglarinda en fazla kallus olusumu B4 ortaminda meydana gelmistir (% 64). Bunu % 41
ile A3 ve % 37 ile H ortami izlemistir. Kardeslenme agisindan ortamlar
karsilastirildiginda H ortaminda kardes olusumu goriilmezken en fazla kardeslenme A3
ortaminda (% 50) ve kalluslarin 11k altinda tutuldugu uygulamalardan elde edilmistir.
Ayrica koklerdeki rejenerasyonun isikli ortamda karanlik ortamda bekletilen koklere

gore daha 1yi olmustur.

Mukhopadhyay ve ark. (2005), sogan (Allium cepa var. rosette) ve sarimsakta
(Allium sativum var. rosette) geng yaprak parcalarini kullanarak yaptiklart kallus kiiltiiri
calismasinda, yaprak parcalarini kallus olusumu i¢in 9.05 p M (1.81 mg/l) 2,4-D ve
0.93 1 M (0.19mg/1) kinetin bulunan ortama kiiltiire aldiktan 4 hafta sonra hepsinde
kallus olusumu goriildiigiinii belirtmislerdir. Olusan kalluslar, rejenerasyon amaciyla
farkli dozlarda NAA (5.37 u M (1.07 mg/l), 10.74 p M (2.15 mg/1)) ve kinetin (0.93,
4.65, 9.29 n M(0.19, 0.93, 1,90 mg/1)) bulunan sivi MS besin ortaminda kiiltiire alinmis
ve 2hafta sonra kalluslarda rejenerasyon basladigi gortilmustiir. Her iki tiirde de 5.37 p
M(1.07 mg/l) NAA+4.65 p M (0.93 mg/l) kinetin bulunan ortamlarda fazla sayida
siirgtin (13 adet) ve kok (10 adet) meydana gelmistir. Elde edilen bitkiler basariyla
adapte edilmistir.
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Baktir (2005) Tunceli sarimsaginda in vitro iiretim ¢aligmalarinda, BA’ nin 0.05-
2.5 ppm ve IBA’nin 0.005-2.5 ppm arasinda degisen dozlarini kullanmis ve bitkilerin
boylanma, kardeslenme ve koklenme durumlarini gozlemlemistir. Baglangigta yiiksek
BA dozlarinda hizli biiyiime tespit edilmis, ilerleyen giinlerde biiylime miktarinin
azaldig1 belirtilmektedir. Hizli biiyiime esnasinda vitrifikasyon goriildiigii ve hizl
biliyiimenin doku kiiltiirii ortaminda istenmeyen bir durum oldugu belirtilmektedir.
Arastirici, 0.005 ppm IBA ve 0.05 ppm BA iceren ortamlarda higbir biiyiime
gozlenmedigini, biitlin MS ortamlarinda ortalama 0.077g agirligindaki yavru soganlarin
yiiksek hormon konsantrasyonuna olumlu tepki verdiklerini bildirmistir. ArastiriCi,
0.005 ppm IBA gibi diisiik dozlarda % 11.5 oraninda kék olusumunun goézlendigi, kok
sayisinin 2. aydan sonra 3’e kadar ¢iktigini, kokler uzun siire orijinal beyaz rengini
muhafaza etmis ancak iki aydan sonra krem renge doniismiis, kardeslenme oraninin en

yiiksek 1.7 oldugu ve bunun da ekonomik olmaktan uzak oldugunu bildirmektedir.

Yazar (2006), Allium tuncelianum bitkisinde kok ucu Kdltiirii ¢alismalarinda
koklerde kallus olusumu saglanamamistir. 0.1 mg/l BA ile 1.0 mg/l NAA bulunan
ortamda hafif kallus baslangici gortilse de daha sonra hicbir gelisme goriilmemistir. Kok
ucu kiiltiiri ¢alismasinda beklenen basariya ulagilamamigtir. Siirgin ucu kiltiirti
caligmasinda siirglin uglarin dikiminden yaklagitk 1 ay sonra kardes olusumu
baslamistir. 4 alt kiiltiir sonunda kardes sayisi1 bakimindan [TAA bulunan ortamlarin
NAA bulunduran ortamlardan daha basarili sonuglar verdigi belirlenmistir. Biiylimeyi
diizenleyiciler kardeslenme oran1 ac¢isindan karsilastirildiginda ise en yiiksek
kardeslenme orani % 76 ile 0.05 mg/l BA+0.1 mg/l IAA bulunan ortamdan alinmistir.
Bunu % 67 ile 0.1 mg/l BA, 0.1 mg/l BA+0.1 mg/l NAA ve % 65 ile 0.05 mg/l BA+0.5
ma/l 1AA, % 56 ile 0.05 mg/l BA bulunan ortamlar izlemistir. Bu tiirin ¢cogalma
katsayisinin diisiik oldugu ve siirgiin basma yaklasik 1 adet kardes elde edildigi
belirlenmistir. Bas olusumunda 0.1 mg/l NAA’in IAA’e gore daha etkili oldugu ve alt

kiiltiir say1s1 artikga siirgiinlerde bas olusumunun da arttig1 ortaya konulmustur.
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3. MATERYAL ve METOT

Aragtirma 2011-2012 yillar1 arasinda Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak kullanilan Tunceli sarimsag1 soganlar1 (Sekil 3.1),
Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Soganli Bitkiler

Koleksiyon Bahgesi’nden temin edilmistir.

Sekil 3.1. Yiizey sterilizasyonundan 6nce kabuklar1 aytklanmig Allium tuncelianum
soganlarinin gériinimii

3.2. Metot
3.2.1 Eksplantlarin On Hazirhg ve Sterilizasyonu

Tarladan hasat edilen Tunceli sarimsagi soganlari i¢inden orta boy (2-3 cm)
hastaliksiz ve tizerinde herhangi bir yara izi olmayan soganlar secilmistir. Daha sonra

secilen bu soganlarin kabuklar1 yaralamalara yol agmadan dikkatli bir sekilde
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soyulmustur. Kabugu soyulan sarimsaklar buzdolabinda 4°C sicaklikta muhafaza

edilmistir.

Buzdolabinda 4 °C’de 1 ay muhafaza edilen materyalin yiizey sterilizasyonlar
icin % 100 ¢amasir suyu (%5 NaOCI) ile 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika olmak iizere 5
farkl1 sterilizasyon siiresi uygulamasi yapilmistir. Yiizey sterilizasyon g¢alismalar1 steril
kabin (Sekil 3.2) igerisinde yapilmistir. Yiizey sterilizasyondan sonra soganlar steril
kabin i¢inde, steril bistiiri ve pens ile yatay (Sekil 3.3a) ve dikey (Sekil 3.3b) sekilde
kesilerek 24 + 1 °C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik foto periyodunda, igerisinde % 3
sukroz ve % 0,62 agar (Duchefa) ile katilagtirllan MS besi ortaminda steril petri
kaplarinda bir hafta siireyle bekletilmistir. Daha sonra eksplantlar farkli oranlarda oksin

ve sitokinin igeren rejenerasyon ortamlarinda kiiltiire alinmustir.

Sekil 3.2. Steril kabin igerisinde yiizey sterilizasyon ¢aligmalarindan bir goriiniim
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Sekil 3.3. Yiizey sterilizasyonundan sonra soganlarin steril kabin i¢inde steril bisturi ve
pens ile yatay (a) ve dikey (b) sekilde kesilmesi

3.2.2 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Ortamlari

Denemelerde, MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962), %3
oraninda Sukroz ile katilagtirma amaciyla agar (Duchefa) igeren besi ortamlari
kullanilmistir. Ortam hazirliginda ¢ift distile su kullanilmis olup, besin ortamina, farkl

kombinasyonlarda sitokinin ve oksin ilave edilmistir.

Caligmada kullanilan kimyasal maddeler, Sigma Aldrich Chemical Co.’dan
temin edilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri uygun c¢oéziiclilerde Cizelge 3.2°de
verildigi gibi ¢0ziildiikkten sonra istenilen miktarda ve oranda stok solusyonlar
hazirlanmistir.  Ist  muamelesi ile bozulmayan bitki biiyiime diizenleyicileri
otoklavlanmadan Once besin ortamina ilave edilmistir. Hazirlanan bitki biiylime

diizenleyicileri stok solusyonlar1 iki ay siireyle +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.1. MS (Murashige ve Skoog 1962) ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlar1

Ortamda bulunan maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
NH,NO; 1650
Makro besin elementleri KNO, 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170
Kl 0.83
H;BO; 6.2
MnSQO,.4H,0 22.3
Mikro besin elementleri ZnS0,4.7H,0 8.6
Na,M00,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
Inisitol 100
Vitaminler Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HCI 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2

Cizelge 3.2. Kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve stok ¢ozelti konsantrasyonlari

Bitki Hormonlari Coziicii Saklama Sicakhgi Stok Cozelti
Konsantrasyonu (mg/ml)
Sitokinin
6 benzylaminopurine 1 N NaOH/etanol 4°C 11
Oksin
2,4-D 1 N NaOH 4°C 11
NAA 4°C
3.2.3 Kiiltiir Kosullar:

Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da HCI kullanilarak 5,6-5,8’e ayarlandiktan
sonra otoklavda 1,2 kg/cm? basing altinda 121°C’de 20 dk. sterilizasyon saglanmustr.
Tiim kiilttirler iklim dolaplarinda (Fitotron Almanya) beyaz floresans 15181 altinda 16

saat 151k 8 saat karanlik periyodunda 24 °C bekletilmistir (Babaoglu ve ark. 2001).
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3.2.4. In vitro Cahsmalar
3.2.4.1. Sogan Rejenerasyonu

Sogan rejenerasyonu i¢in, tiim eksplantlar Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4°de verilen
bitki bliyiime diizenleyicileri ve belirtilen dozlar1 kullanilarak, petri ya da magentalarda

4’er eksplant ve 3’er tekerriir olacak sekilde kiiltiire alinmistir.

Cizelge 3.3. Tunceli sarimsaginin rejenerasyonu igin kullanilan MS ortaminda BAP ve NAA

konsantrasyonlari
BAP mg/| NAA mg/l
1 0,5
2 0,5
3 0,5
4 0,5
5 0,5

Cizelge 3.4. Tunceli sarimsaginin rejenerasyonu i¢in kullanilan MS ortaminda 2,4-D konsantrasyonlari

2,4 D (mg/l)

g wN -

3.3 Istatistiksel Degerlendirmeler

Denemeler, tek faktorli, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus ve 3
tekerriirliidiir. Her tekerriir i¢inde 4 adet eksplantin bulundugu 100 x 10 mm’lik petri
kutusu veya magenta kutusundan olusmustur. Elde edilen veriler “IBM SPSS 20 for
Windows’’ paket programinda tek yonlii varyans analizine tabi tutulmus, muamele
ortamlarmi karsilagtirmak amaciyla Duncan ve LSD testleri uygulanmistir. Yiizde
degerler, istatistik analizinden Once arcsin degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve

Cochran 1956).
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Bulgular

4.1.1. Allium tuncelianum Soganlarinda %100 Camasir Suyu ile Farkl
Siirelerdeki Uygulamalarin Bulasiklik Uzerine Etkisi

In vitro denemelerde Allium tuncelianum soganlarinin (4 adet eksplant x 3
tekerriir) kabuklar1 ayiklandiktan sonra % 100 ticari ¢camasir suyunda 10, 15, 20, 25 ve
30 dk. siiresince yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra yiizey
sterilizasyonu yapilmis soganlar ticer defa ticer dk steril saf su ile durulanmistir. Yiizey
sterilizasyonu sonucunda elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmus ve sonuglar

Cizelge 4.1°de verilmistir

Cizelge 4.1. Camasir suyu ile farkli muamele siirelerinde yapilan yiizey sterilizasyonuna ait varyans

analizi
VK sd K.O F
Camasir suyu ile muamele 4 3583,33 3,58*
siireleri
Hata 10 1000,00
Genel toplam 14

*0.05 diizeyinde 6nemli

Camagir suyu ile farkli muamele siirelerinin eksplantlarin yiizey sterilizasyonu
tizerindeki etkisi Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi varyans analizi sonucunda 0,05
diizeyinde farklilik gostermistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla

yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Camasir suyu ile farkli muamele siirelerinde yapilan yiizey sterilizasyonuna ait Duncan test

sonuglari
Camasir suyu ile muamele siireleri (dk) Bulagiklik oram (%)
10 83,33 a
15 0,00 b
20 16,67 b
25 33,33 ab
30 0,00 b

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

Cizelge 4.2°de goriildiigi gibi yapilan Duncan testi sonuglarina gore % 100
camasir suyu ve farkli slire uygulamalarindan %0 ile % 83.33 arasinda degisen
bulasikliklar goriilmiistiir. 15 dk ve 30 dk muamele sonucunda soganlarda hi¢ bulasiklik
goriilmezken (Sekil 4.1a) 10, 20 ve 25 dk camasir suyu ile muamelede sirasiyla % 83.33
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(Sekil 4.1b), % 16.67 ve % 33.33 oranda bulasiklik goriilmiistiir. Sonraki denemelerde

yiizey sterilizasyon i¢in ¢amasgir suyu ile 30 dk muamele siiresi tercih edilmistir.

Sekil 4.1. Yiizey sterilizasyonunda (a) 15 dk ve 30 dk muamele sonucunda soganlarda hi¢ bulasiklik
goriilmezken (b)10 dk gamasir suyu muamelesiyle ¢gikan bulasikliktan bir goriiniim

4.1.2. Allium tuncelianum’un Yaprak Ucu Eksplantlarmm BAP ve NAA
Iceren MS Besi Ortaminda Rejenerasyonu

In vitro kosullarda Allium tuncelianum soganlari steril edilmis ve daha sonra MS
ortaminda kiiltlire alinarak gelismesi i¢in iklim dolabina birakilmistir. Yaklasik 3 hafta
sonra soganlar ilizerinde belirgin bir sekilde, 4-5 cm uzunlukta sogan yapraklar
gelismiglerdir. Elde edilen yapraklardan alinan yaprak ucu eksplantlari farkli
konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren ortamlara kiiltiire alinmigtir. Ancak, 8 hafta
sonunda eksplantlar tizerinde herhangi kallus veya siirgiin olusumu gézlenmemis olup

herhangi bir gelisme de kaydedilmemistir.

4.1.3. Allium tuncelianum’un Yaprak Sap1 Eksplantlarin BAP ve NAA
Iceren MS Besi Ortaminda Rejenerasyonu

In vitro kosullarda steril edilen Allium tuncelianum soganlart MS besi ortaminda
kiltiire alarak iklim dolabinda gelismeye birakilmistir. Yaklasik 3 hafta sonra
soganlar iizerinde 4-5 cm uzunlukta sogan yapraklari gelismislerdir. Elde edilen
yapraklardan yaprak sap1 eksplantlar1 farkli kombinasyonlarda BAP ve NAA iceren MS
besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Yaprak sapi eksplantlari iizerinde 28 giin sonra
meydana gelen siirgiin olusum orani (%) ve eksplant basina siirgiin sayisi (adet) ile ilgili

varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.3 de verilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore
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siirglin olusum oran1 (%) Ve eksplant basina siirgiin sayisi (adet) bakimindan ortamlar

arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmemistir. Siirgiin olusum orani1 (%) ve

eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) bakimindan ortaya ¢ikan gruplar Cizelge 4.4’de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Allium tuncelianum’un yaprak sap1 eksplantlarinin BAP ve NAA igeren MS besi ortaminda
rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglari

VK Sd Siirgiin olusum oram (%6) Eksplant basina siirgiin
sayisi (adet)
KO F KO F
Ortamlar 4 93,33 0,58 0,767 0,52
Hata 10 160,00 1,467
Genel Toplam 14

Cizelge 4.4° de gorildigi gibi 1 ve 5 mg/l BAP — 0,5 mg/l NAA igeren

ortamlarda siirgiin olusumu goriilmemistir. En fazla siirgiin olusumu % 13.33 2 mg/I

BAP 0,5 mg/l NAA iceren ortamda tespit edilmistir. 3 ve 4 mg/l BAP-NAA igeren MS

ortamlarmin eksplantlarda durdurucu etki yaptigi gortilmiis ve her iki ortamda siirgiin

olusum oran1 % 6,67 olarak kaydedilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 O ile 1 adet

arasinda degismistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.4. Allium tuncelianum’un yaprak sap1 eksplantlarinin BAP ve NAA igeren MS besi ortaminda
rejenerasyonu ile ilgili Duncan testi sonuglar1

Ortamlar Siirgiin olusum orani Eksplant basina siirgiin sayisi
BAP (mg/l) NAA (mg/l) (%) (adet)
1 0.5 0.00 0.00
2 0.5 13.33 1.00
3 0.5 6.67 1.00
4 0.5 6.67 0.67
5 0.5 0.00 0.00
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4.1.4. Allium tuncelianum’un Dikey Olarak Yarim Kesilmis Sogan
Eksplantlarinin 2,4-D I¢eren MS Besi Ortaminda Rejenerasyonu

Farkli kombinasyonlarda 2,4-D igeren MS besi ortaminda dikey olarak yarim
kesilmis eksplantin adaksial (merkeze yakin) taraftan 4-5 giin sonra yaprak olusumu ve
gelisimi baglamis ve 28 giin sonra eksplantlar tizerinde belirgin bir sekilde siirgiin ve
kok olusumu goriilmeye baslanmistir. Eksplantlar {izerinde siirgiin olusum orani (%) ve
eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.5°de verilmistir. Elde edilen sonuglarina gore istatistiksel olarak siirgiin olusum orani
(%) bakimindan ortamlar arasinda her hangi farklilik bulunmazken eksplant basina
stirgiin sayis1 (adet) bakimindan ortamlar arasinda farklilik 0.05 diizeyinde onemli
goriilmistiir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi
sonuclar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Allium tuncelianum’un dikey olarak yarim kesilmis sogan eksplantlarinin 2,4-D igeren MS
besi ortaminda rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglari

VK Sd Siirgiin olusum orani Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)
(%)
KO F KO F
Ortamlar 4 3604,17 3,46 1,81 3,52*
Hata 10 1041,67 0,51
Genel Toplam 14

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi siirglin olusum oran1 % 0 ile % 83,33 arasinda
degismistir. 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortamda % 83,33 siirgilin olusum orani goriiliirken
1 mg/l 2,4-D igeren MS ortamda siirgiin olusumu goriilmemistir. Eksplant bagina en
fazla 2 adet siirgiin 2 mg/1 2,4-D igeren MS ortamindan elde edilmis (Sekil 4.3) olup, 1
mg/l 2,4-D igeren MS ortamindan siirgiin olusumu goriilmemistir. Bunun disindaki

ortamlarda eksplant basina siirgiin sayisi 0,33 ile 1 adet arasinda degismistir.
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Cizelge 4.6. Allium tuncelianum 'un dikey olarak yarim kesilmis sogan eksplantlarinin 2,4-D igeren MS
besi ortaminda rejenerasyonu ile ilgili Duncan testi sonuglari

2,4 D (mg/l) Siirgiin olusum orani (%) Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet)
1 0.00 0.00b
2 83.33 2.00a
3 8.33 0.33b
4 41.67 0.50b
5 58.33 1.00 ab

Aymni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 4.2. Allium tuncelianum 'un dikey olarak yarim kesilmis sogan Eksplant
larin 2 mg/l 2, 4-D i¢eren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu

4.1.5. Allium tuncelianum’un Dikey Olarak Ceyrek Kesilmis Sogan
Eksplantlariin 2,4-D iceren MS Besi Ortaminda Rejenerasyonu

Farkli kombinasyonlarda 2-4,D iceren MS besi ortaminda dikey olarak ¢eyrek
kesilmis sogan eksplantlarinin adaksial taraftan 9-10 giin sonra yaprak olusum ve
gelisimi baglamig olup 28 giin sonra eksplantlar tizerinde belirgin beyazlagma, sertlesme
ve irilesme ile kivrilmis siirgiin olusumu gorilmistiir. Elde edilen siirgiin olusum orani
(%) ve eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglar
Cizelge 4.7 de verilmistir. Varyans analizi sonuglarina goére siirglin olusum oran1 (%)
bakimindan ortamlar arasinda farklilik 0.05 diizeyinde 6nemli goriiliirken eksplant
basina siirglin sayist (adet) bakimindan ortamlar arasinda istatisksel olarak farklilik

goriilmemigstir. Siirgiin olusum orant (%) bakimindan farkliliklarin 6nem diizeyini
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belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 ve eksplant bagina siirgiin sayisi

bakimindan ortamlar arasindaki ortaya ¢ikan gruplar Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Allium tuncelianum un dikey olarak ¢eyrek kesilmis sogan eksplantlarinin 2,4-D igeren MS
besi ortaminda rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglari

VK sd Siirgiin olusum orani Eksplant basina siirgiin sayisi
(%) (adet)
KO F KO F
Ortamlar 4 1500,00 3,27* 0.57 1.21
Hata 10 458,33 0.47
Genel Toplam 14

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.8’de gorildigi gibi silirgiin olusumu orant % 16.66 ile % 66.66
arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusum oram 1, 2, 3 mg/l 2,4-D iceren ortamdan
ve en az siirgiin olusum oran1 5 mg/1 2,4-D igeren ortamda gézlenmistir. Eksplant basina
stirgiin sayis1 (adet) ise 0.66 ile 1.66 arasinda degismistir (Sekil 4.4).

Cizelge 4.8. Allium tuncelianum 'un dikey olarak ¢eyrek kesilmis sogan eksplantlarinin 2,4-D igeren MS
besi ortaminda rejenerasyonu ile ilgili Duncan testi sonuglar1

2,4 D (mg/l) Siirgiin olusum orami (%) Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)
1 66.66a 1.66
2 66.66a 1.33
3 66.66a 1.66
4 41.67ab 1.00
5 16.66a 0.66

Aynu siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.
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Sekil 4.3. Allium tuncelianum "un dikey olarak ¢eyrek kesilmis sogan eksplantlarin
1 mg/l 2, 4-D igeren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu

4.1.6. Allium tuncelianum’un Dikey Olarak Ceyrek Kesilmis Sogan
Eksplantlarinin BAP, NAA I¢eren MS Besi Ortaminda Rejenerasyonu

Farkli kombinasyonlarda BAP-NAA igeren MS besi ortaminda ¢eyrek
soganlarin adaksial taraftan 4-5 giin sonra yaprak olusum ve gelisimi baglamis olup 28
giin sonra eksplantlar tizerinde belirgin bir sekilde siirgiin ve kok olusumu goriilmeye
baglamistir. Siirgiin olusum orani (%) ve eksplant basina siirgiin sayis1 (adet), kok
olusum oran1 (%) ve eksplant basina kok sayisi (adet) ile ilgili verilerin varyans analizi
sonuglart Cizelge 4.9°da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore istatistiksel olarak
stirgiin olusum oran1 (%), eksplant basina siirgiin sayist (adet), kok olusum orani (%)
bakimindan ortamlar arasinda farkliik 0.05 diizeyinde 6nemli goriilirken eksplant
basina kok sayis1 bakimindan ortamlar arasinda herhangi bir farklilik gériilmemistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge

4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Allium tuncelianum 'un dikey olarak ¢eyrek kesilmis sogan eksplantlarinin BAP-NAA igeren
MS besi ortaminda rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglart

VK Sd Siirgiin olusum Eksplant Kok olusum Eksplant
orani basina siirgiin orani basina kok
(%) sayisi (%) sayisl
(adet) (adet)
KO F KO F KO F KO F
Ortamlar 2 2500,0 | 4,00* | 5,44 4,45* 215277 | 1,72* 0,78 0,78
Hata 6 625,0 1,22 1250,00 1,00
Genel 8
Toplam

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelgede 4.10°da goriildiigii gibi siirglin olusum oran1 % 25-75, kok olusum
oran1 % 8.33-% 58.33 ve eksplant bagina kok sayis1 0.33-1.33 adet arasinda degismistir.
En fazla 3 adet siirgiin 1 mg/l BAP-0.5 mg/l NAA iceren MS ortamindan, en az eksplant
bagina siirgiin sayis1 ise 0.67 adet olarak 2 ile 3 mg/l BAP-0.5 mg/l NAA igeren
ortamlardan elde edilmistir.

Cizelge 4.10. Allium tuncelianum un dikey olarak ceyrek kesilmis sogan eksplantlarinin BAP-NAA
iceren MS besi ortaminda rejenerasyonu ile ilgili Duncan testi sonuglari

Ortamlar St @l Eksplant basina Kik olugum Eksplant
BAP NAA orant (%) siirgiin sayisi oram (%) basina kok
(mg/l) (mg/l) (adet) sayisi (adet)
1 0.5 75a 3.00a 58.33a 1.33
2 0.5 25h 0.67b 16.67b 0.67
3 0.5 25h 0.67b 8.33b 0.33

Aynut siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir.

4.1.7. Allium tuncelianum’un Yatay Olarak Yarim Kesilmis Alt ve Ust
Sogan Eksplantlarmn BAP-NAA iceren MS Besi Ortaminda
Rejenerasyonu

In vitro kosullarda Allium tuncelianum soganlari steril edilmistir ve daha sonra
gelismeleri i¢in iklim dolabina birakilmistir. Yaklasik 2 hafta sonra soganlar yatay
olarak alt ve {ist yarim eksplant olarak 1, 2, 3, 4, 5 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren
MS ortamlara kiiltiire alinmistir. Ancak, 8 hafta sonunda eksplantlar {izerinde herhangi
bir kallus olusumu gozlenmemistir. Tunikten yaprak gelisimi goriilmiis ancak
rejenerasyon goriilmemistir. besi

Ayrica, ortaminda explantlarda yesillenmeler

gorilmiistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. Allium tuncelianumun st (a ve b) ve alt (¢ ve d) kisimlarindan alinan
eksplantlarin siirgiin rejenerasyonu

4.1.8. Allium tuncelianum’un Dikey Olarak Yarmm Kesilmis Sogan
Eksplantlarimin BAP-NAA I¢eren MS Besi Ortaminda Rejenerasyonu

BAP-NAA’nin degisik konsantrasyonlarini igeren MS besi ortaminda Allium
tuncelianum’un yarim kesilmis sogan eksplantlarin kiiltiire alindiktan 4-5 giin sonra
adaksial taraftan yaprak olusum ve gelisimi baglamig olup 28 giin sonra eksplantlar
iizerinde belirgin bir sekilde siirgiin ve kok olusumu goériilmiistiir. Siirgiin olusum orani
(%), eksplant basina siirgiin sayist (adet), kok olusum orani ve eksplant basina kok
sayisi (adet) ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore eksplant bagina siirgiin sayisi (adet) ve eksplant bagina kok sayisi
(adet) bakimindan ortamlar arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmezken siirgiin
olusum orant (%) ve kok olusum oran1 (%) bakimindan ortamlar arasinda 0.05
diizeyinde farklilik goriilmiistiir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla

yapilan LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Allium tuncelianum’un dikey olarak yarim kesilmis sogan eksplantlarinin BAP-NAA iceren
MS besi ortaminda rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglar

VK sd Siirgiin olusum Eksplant Kok olusum Eksplant basina
orani basina siirgiin orani (%) kok sayisi
(% sayisi (adet) (adet)
KO F KO F KO F KO F
Ortamlar 2 208,33 1,50* | 0,11 0,13 833,33 6,00* 0,33 1,50
Hata 6 138,89 0,89 138,89 0,22
Genel 8
Toplam

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.12°de, goriildiigii gibi siirgiin olusum oran1 % 41,66-58,33, eksplant
bagina siirgiin sayis1 1.67-2.00 adet, kok olusum oran1 % 25-58.33 ve eksplant bagina
kok sayisi ise 1-1.67 adet arasinda degismistir. En fazla siirgiin olusum orani (%),
eksplant basina siirgiin sayisi (adet), kok olusum oran1 (%) ve eksplant basina kok sayist
(adet) 1 mg/l BAP-0.5 mg/l NAA igeren MS ortaminda goriilmiistiir.

Cizelge 4.12. Allium tuncelianum 'un dikey olarak yarim kesilmis sogan eksplantlarinin BAP-NAA igeren
MS besi ortaminda rejenerasyonu ile ilgili LSD testi sonuglari

Ortamlar Siirgiin olusum | Eksplant basina Kok olusum Eksplant
BAP NAA orani siirgiin sayisi orani basina kok
(mg/l) (mg/l) (%) (adet) (%) sayis1
(adet)
1 0.5 58,33a 2.00 58.33a 1.67
2 0.5 50,00ab 1.67 41.67ab 1.00
3 0.5 41,66b 1.67 25b 1.33

Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde onemlidir.
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Sekil 4.5. Allium tuncelianumun dikey olarak yarim kesilmis
sogan eksplantindan 2 mg/l BAP-0.5 mg/l NAA
iceren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu
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4.1.9. Allium tuncelianum’un Kok Eksplantlarinin BAP ve NAA iceren MS
Besi Ortaminda Rejenerasyonu

Bu ¢alismada kok kiiltiirii ile sogan elde etmek amaciyla, Allium tuncelianum
bitkisinin kabuklar1 ayiklanmis soganlari (4 adet eksplant x 3 tekerriir) %2100 ticari
camasir suyunda, 30 dk. siire ile yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra
yiizey sterilizasyonu yapilmis soganlar 3 X 3 dk steril saf su ile durulanmis ve kok
gelisimi saglamak amaciyla yiizey steril edilmis soganlar MS ortaminda kiiltiire
alinmigtir. Soganlar iizerinde 14-15 giin sonra belirgin bir sekilde kok olusumu
goriilmiistiir.  Gelisen kokler, soganlardan in vitro kosullarda kesilip, farkli
kombinasyonlarda BAP ve NAA igeren MS besi ortamina kiiltiire alinmustir. Yaklasik
2-3 giin sonra kok eksplantlarinin ucunda sisme seklinde sogan olusumu baslamis (Sekil
4.7 a) olup, 5-6 giin sonra sismeler 2-3 mm’lik mikro sogana doniismiistiir (Sekil 4.7 b).
Rejenerasyon gelismeye devam etmis, mikro soganlar 14-15 giin sonra 4-5 mm’lik ¢apa
(Sekil 4.7 ¢) ve 20-21 giin sonra 7-8 mm lik (Sekil 4.7 d) c¢apa ulasmislardir. Daha
sonra, soganlarin hizli biiylimesini saglamak amaciyla gelisen soganlar in vitro
kosullarda kesilip MS ortamina kiiltiire alinmistir. Kok eksplantlarindan, sogan olusum
orani (%) ve eksplant bagina sogan sayist (adet) ile ilgili varyans analizi sonuglari
Cizelge 4.13 de verilmistir. Sonuglarin analizinden istatistiksel olarak sogan olusum
orani (%) ve eksplant bagina sogan sayisi (adet) bakimindan ortamlar arasinda farklilik
0.05 diizeyinde oOnemli goriilmiistiir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek

amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.13. Allium tuncelianum "un kok eksplantlarinin BAP ve NAA igeren MS besi ortaminda
rejenerasyonu ile ilgili varyans analizi sonuglari

VK sd Sogan olusum orani Eksplant basina sogan sayisi
(%) (adet)
KO F KO F
Ortamlar 4 3173,33 5,67 0,32 5,67
Hata 10 560,00 0,06
Genel Toplam 14

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.14’de goriildiigii gibi farkli oranda BAP ve NAA iceren MS besi
ortamlarinda gelisen kok eksplantlarindan sogan olusum orami % 13.33 ile % 100
arasinda degismistir. BAP’n farkli konsantrasyonlar1 ve 0,5 mg/l NAA iceren MS besi
ortamlarinin sogan olusum orani iizerindeki etkisi incelendiginde, 1, 2 ve 3 mg/l BAP-

0,5 mg/l NAA iceren ortamlarda BAP’in konsantrasyonu arttikca sogan olusum
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oraninin (%) ve eksplant basina sogan sayisinin azaldigi goriilmiistiir. 1 mg/l BAP — 0,5
mg/l NAA konsantrasyonunda sogan olusum orani % 46.67 ve eksplant basina sogan
sayist 0.50 (adet) iken bu oran 3 mg/l BAP — 0,5 mg/l NAA konsantrasyonunda
%13,33 ve 0.13 adete diigmiistiir. Ancak, 4 ve 5 mg/l BAP — 0,5 mg/l NAA igeren
ortamlarda BAP’1n konsantrasyonu arttikca hem sogan olusum oran1 hem de eksplant
bagina sogan Sayisinda artig gézlenmistir. Sogan olusum oranmin 4 mg/l BAP — 0,5
mg/l NAA konsantrasyonunda % 60’a ve 5 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA
konsantrasyonunda % 100’e ¢iktigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, 4 mg/l BAP — 0,5
NAA igeren ortamda eksplant basina sogan sayis1 0,60 adet iken, 5 mg/l BAP-0,5 mg/I

NAA konsantrasyonunda eksplant basina sogan sayisinin 1’ e ¢iktig1 gdzlemlenmistir.

Cizelge 4.14. Allium tuncelianum "un kok eksplantlarinin BAP ve NAA iceren MS besi ortaminda
rejenerasyonu ile ilgili Duncan testi sonuglari

Ortamlar Sogan olusum oram Eksplant basina sogan sayisi
BAP (mg/l) NAA (mg/l) (%) (adet)
1 0.5 46.67hc 0.50bc
2 0.5 33.34bc 0.34bc
3 0.5 13.33c 0.13c
4 0.5 60.00ab 0.60ab
5 0.5 100a 1.0a

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.

Sekil 4.6. Allium tuncelianum "un kok eksplantlarindan 5 mg/l BAP-0.5 mg/I
NAA igeren MS ortaminda kdk eksplanti izerinde (a) 2-3 giin, (b)
4-5 giin, (c) 14-15 giin (d) ve 20-21 giin sonra sogancik olusumu
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Sekil 4.7. Allium tuncelianum "un kok eksplantlarindan 5 mg/l BAP-0.5 mg/l NAA igeren
MS ortamindan alinan soganciklarin MS ortaminda in vitro geligimi
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4.2. Tartisma

Tiirkiye bulundugu cografik konum, sahip oldugu yeryiizii sekilleri ve iklim
farkliliklarinin etkisi ile dort mevsimin goriildigii ve ¢ok sayida bitki tiirliniin
bulundugu zengin bir floraya sahiptir. Bu zengin florada 800’den fazla geofit
bulunmaktadir. Geofitler icinde Allium cinsi 53’ endemik olan 159 takson ile 6nemli
bir yere sahiptir. Bu tez kapsaminda calisilan Allium tuncelianum bitkisi Tiirkiye’ye
0zgli endemik bir tiir olup, yukar1 Kizilirmak ve Yukar:1 Firat Boliimleri: B6 Sivas, B7
Tunceli ve Erzincan cevrelerinde bulunmaktadir. Ekonomik degeri fazla olmasi
nedeniyle yore koyliisii tarafindan dogadan bilingsizce asir1 miktarda toplanmaktadir.
Tirkiye Bitkileri Kirmizi Kitapta VU- Vulnerable - Zarar goérebilir: CR ve EN
gruplarina konamamakla birlikte dogada orta vadeli gelecekte yiiksek tehdit altinda olan
taksonlar grubuna girmektedir (Ekim ve ark. 2000). Bu yiizden kiiltiir kosullarinin
gelistirilerek dogada korunmasinin siirdiiriilebilirligi saglanmalidir. Bu tez kapsaminda
Tunceli sarimsagmin in vitro kosullarda ¢ogaltim1 igin farkli bitki biiylime diizenleyici
maddelerin kombinasyonlar1 ve farkli eksplantlar kullanilmigtir. Elde edilen sonuglar

asagida daha Once yapilmis calismalar ile karsilastirilarak tartisilmistir.

4.2.1. Allium tuncelianum Soganlarinda %100 Camagir Suyu ile Farkh
Siirelerdeki Uygulamalarin Bulasikhik Uzerine Etkisi

Doku kiiltiirii  ¢alismalarinda herseyden once bitki materyalinin yiizey
sterilizasyonu yapilarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan temizlenmesi
gerekmektedir. Bu amagla kullanilan dezenfeksiyon ajaninin dozu ve sterilizasyon
stiresi farkli olmakta ve bunun belirlenmesi gerekmektedir. Bitki materyallerinin yiizey
sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa, giimiis nitrat ve antibiyotikler kullanilabilirse
de ticari sodyum hipoklorit (¢amasir suyu) en yaygin kullanima sahiptir (Babaoglu
2001). Dolayistyla bu ¢aligmada bitki materyallerinin sterilizasyonu igin ¢amasir suyu (
%35 NAOCI) tercih edilmistir. Sterilizasyon i¢in % 100 ¢amasir suyu ile 10, 15, 20, 25
ve 30 dk sterilizasyon siireleri denenmistir. Bunun amaci bitki materyalinin
sterilizasyonu i¢in en etkili ve bitki materyaline en az zarar veren siirenin segilmesi
olmustur. 10 dk uygulamasinda %83,33 bulasiklik goriiliirken, 15 ve 30 dk’lik siire
uygulamalarimda %2100 steril eksplantlar elde edilmistir. 20 ve 25 dakikalik

uygulamalarda farkli oranlarda bulasiklik goriilmiistiir. Bu bulasikligin nedeni olarak,
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soganlarin igsel faktorlerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Temiz ve diizgiin
eksplant secilmesi durumunda 15 dk ve iistii, %100 ¢amasir suyu uygulamasinin yiizey
sterilizasyonu i¢in yeterli oldugu tespit edilmistir. Daha Once, Ulasilabilir Yasam
Dernegi Tunceli Sarimsaginin Korunmasi ve Gelistirilmesi Projesi Sonug¢ Raporu
(2004)’te belirtildigi gibi; Tunceli sarimsaginin doku kiiltiirii ile ¢cogaltma olanaklarini
ortaya koymak amaciyla yiiriitilen calismalarda arastiricilar igsel enfeksiyonlardan
dolay1 ylizey sterilizasyonu denemelerinde basarisiz kalmislardir. Benzer sekilde Yazar
(2006), enfeksiyonu engelleme agisindan 2 asamali dezenfeksiyon (%10’luk sodyum
hipoklorit soliisyonunda 10 dakika + 3 defa steril suyla 5’er dakika ¢alkalama + baslarin
kabuklar1 soyulduktan sonra %70’lik alkolde 30 saniye + tween 20 katilan %25’lik
sodyum hipokloritte 25 dakika) ve antibiyotik (250 mg/l penicilin ve 250 mg/l
streptomisin) uygulamalarinin etkili oldugunu bildirmistir. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda
kullanilacak materyalin dogadan veya tarladan temininde materyalin fiziki olarak zarar
gormemis ve igsel enfeksiyona yol agacak yaralanmalara maruz kalmamis olmasi
gerekmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan materyal yukarida belirtilmis
hususlar géz 6niine alinarak se¢ilmistir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalar ile bu ¢alisma
arasindaki temel farkliligin materyal olarak kullanilan soganlarin se¢iminde yeteri kadar

dikkat edilmemesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

4.2.2. Allium tuncelianum’un Dikey Olarak Ceyrek ve Yarmm Kesilmis
Sogan Eksplantlarimin BAP-NAA ve 2,4-D Iceren MS Besi Ortaminda
Rejenerasyonu

Farkli kombinasyonlarda BAP-NAA, 2-4, D igeren MS besi ortaminda dikey
olarak ¢eyrek ve yarim soganlarin adaksial taraftan 4-5 giin sonra yaprak olusum ve
gelisimi baglamis olup 28 giin sonra eksplantlar tizerinde belirgin sekilde siirgiin ve kok
olusumu goriilmiistiir, ancak eksplantlarin higbirinde siirglinlerde sogan olusumu
goriilmemistir. Tunceli sarimsaginda iki tunik bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda
kullanilan eksplantlarda adaksial tarafta bulunan ve bazal tabakaya bagli tunikler farkl
konsantrasyonlarda hormonlarin etkisi altinda farkli uzunluk ve sayida siirgiin, yaprak
ve kok olusumu i¢in olumlu etki yaparken eksplantin sogan rejenerasyonuna olumsuz

sekilde etki etmistir.
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4.2.3 Allium tuncelianum’un Yaprak Ucu ve Yaprak Sapi Eksplantlarinin
BAP ve NAA I¢eren MS Besi Ortaminda Rejenerasyonu

Allium tuncelianum’un 28 giinlik yapraklarin, yaprak ucu ve yaprak sapi
eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren ortamlara kiiltiire alinmistir.
Ancak, 8 hafta sonunda yaprak ucu eksplantlarinda herhangi kallus veya siirgiin
olusumu gozlenmezken yaprak sapi eksplantlarinda sSiirglin olusumu goriilmistiir.
Roksana ve ark. (2002), sarimsakta (Allium sativum) siirgiin ucu kiiltiirinden sogan elde
edilmesi amaciyla yaptiklart ¢alismada kiiltiirden 3 hafta sonra 0.5 mg/1 2iP + 0.25 mg/1
NAA (9.8 £ 1.2) igeren ortamdan sogan elde etmislerdir. Calisma sonuglarina goére
erken kardeslenme agisindan sitokininlerin tek basina kullanilabilecegi ancak sitokinin-
oksin kombinasyonlarinin daha etkili ve sivi ortamlarda kardeslenmenin daha erken
bagladig1 bildirilmektedir. Buna karsin, Yazar (2006) siirgiin ucu kiiltiiriinde, siirgiin
uclarinin dikiminden yaklasik 1 ay sonra kardes olusturmaya basladigini bildirmektedir.
Arastiricy, 4 alt kiiltiir sonunda kardes sayis1 bakimindan IAA bulunan ortamlarin NAA
bulunduran ortamlara gore daha basarili sonuglar verdigini belirtmistir. Biiyiime
diizenleyiciler kardeslenme oranm1 acgisindan karsilastirildiginda ise en yiiksek
kardeslenme oram1 %76 ile 0.05 mg/l BA+0.1 mg/l IAA bulunan ortamlarindan
alimmigtir. Arastirici, Tunceli sarimsaginin ¢ogalma katsayisinin diisiik oldugu ve
stirgiin basina yaklasik 1 adet kardes elde edildigini belirlemistir. Bu tez kapsamdaki
calismayla kiyaslandiginda her iki c¢alismada kullanilan hormonlar ve uygulama
stirelerinin farkliliginin siirgiin ve kok olusumu iizerine farkli etki yapmis oldugu

diisiiniilmektedir.

4.2.4 Allium tuncelianum’un Kok Eksplantlarimin BAP ve NAA i¢eren MS
Besi Ortaminda Rejenerasyonu

Bu calismada kok kiltirii ile sogan eldesi amaciyla Allium tuncelianum
bitkisinin MS ortaminda kiiltiire alinmis soganlar1 lizerinde gelisen kokler in vitro
kosullarda kesilip, farkli kombinasyonlarda BAP ve NAA iceren MS besi ortaminda
kiiltiire alinmistir. Daha sonra farklt BAP ve NAA iceren MS besi ortaminda eksplantlar
tizerinde belirgin sekilde sogan olusumu goriilmiistiir. Farkli oranda BAP ve NAA
iceren MS besi ortamlarinda kok eksplantindan sogan olusum orani1 %13.33 ile % 100
arasinda degismistir. BAP-NAA konsantrasyonlar1 incelendiginde BAP konsantrasyonu

arttiginda sogan olusumunda inhibasyon goriiliirken 4 ve 5 mg/l BAP igeren ortamlarin
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sogan olusumu i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. Bu calismadan elde edilen sonuglar,
Haque ve ark. (1997, 2003), Myers ve Simon (1999), Martin ve ark. (2004)’nin Allium
sativum’da elde ettikleri sonuglarla uyumludur. Arastiricilar, bliylime diizenleyicisinin
tipi ve dozu, temel besi ortami ve koklerin alindig1 bitki yasinin kok ucu kiiltiirii yoluyla
stirgiin elde edilmesinde etkili oldugunu bildirmektedirler. Haque ve ark. (1997), 1 u M
(0.2 mg/l) NAA + 10 p M (2 mg/l) BA igeren MS ortamin sogan rejenerasyon i¢in en
uygun ortam olarak belirlemislerdir. Arastiricilar, gelistirdikleri yontemin sarimsak
tiretiminde basariyla kullanilabilecegi belirtilmektedir. Buna kars1 Yazar (2006) Tunceli
sarimsaginda yaptig1r kok ucu kiiltiir calismalarinda farkli BA + 2,4-D ve BA + NAA
kombinasyonlarinda kallus veya sogan olusumu gerc¢eklesmedigini bildirmistir. Ancak,
arastirict 0.1 mg/l BA + 1.0 mg/l NAA kombinasyonunun bulundugu ortamda kok
uclarinda kallus olusumu gergeklestigini ve 6. haftanin sonunda kalluslarda ¢ok az renk

degisimi oldugunu gozlemlemistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER
5.1. Sonuclar

Yiizey sterilizasyonunda %100 ¢amasir suyu ve 30 dakikalik uygulama siiresi ile

soganlarda %100 sterilizasyon saglanmustir.

MS besi ortamina ilave edilen BAP —NAA, 2,4-D hormon dozlarmin ¢eyrek,
yarim ve dikey kesilmis sogan olarak kullanilan eksplantlara etkisi dikkate alindiginda,

adaksial taraftan yaprak ve kok olusumu goriilmiistiir.

Bitki biiyiime diizenleyici olarak BAP-NAA’’nin degisik konsantrasyonlarinin ve
explant olarak yaprak ucu ve sapinin kullanildigi denemelerde sogan veya siirgiin

rejenerasyonu gozlenmemistir.

MS besi ortamma ilave edilen BAP —NAA hormon dozlarinin kok olarak
kullanilan eksplantlara etkisi dikkate alindiginda, eksplant uglarinda sogan olusumu
goriilmistiir. Elde edilen sonuglar literatiir bildirigleri ile kiyaslandiginda, bu tez
caligmasindan in vitro kok explantlarindan sogancik elde edilmesi bilimsel bakimdan
bir ilktir.

5.2. Oneriler

Yapilan bu tez c¢alismasi sonucunda Tunceli sarimsagindan in vitro kosullarda
sogan rejenerasyon igin, yaprak ucu, yaprak sapi, dikey kesilmis ceyrek ve yarim
soganlar, yatay kesilmis sogan tist ve alt kisimlari ile kok olmak iizere 7 ¢esit eksplant
ve BAP-NAA, ile 2, 4-D kullanilarak yalniz kok eksplantindan basarili sonug elde
edilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda daha farkli eksplantlar, hormon kombinasyonlari,
fotoperiyot ve sicaklik uygulamalart ile daha ayrintili denemelerin yapilmasi

Onerilmektedir.
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