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Allium Tiirlerinin Islahinda Haploidi Tekniginden Yararlanma
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Ozet

Haploid bitkilerin elde edilmesinde erkek ve disi gametin baslangi¢ materyali oldugu androgenik ve gynogenik yontemler
kullanilmaktadir. Allium tiirleri gynogenezise cevap veren gruptadir. Haploid embriyo iiretiminde ¢igek tomurcugu, yumurta (ovul) ve
yumurtalik (ovaryum) kiiltiirleri ile basarilt sonuglar alinmaktadir. Gynogenezis yoluyla ilk basarili sonuglar sogandan alinmis, sogani pirasa ve
sarimsak tiirlerindeki arasgtirmalar izlemistir. Burada sunulan makalede disi gametten haploid bitki elde edilmesinde kullanilan yumurta,
yumurtalik ve ¢igek tomurcugu kiiltirlerinin yapilisi, elde edilen haploidlerin diploid hale getirilmesi ve bitkiye doniistiriilmesine kadar gecen
asamalar ac¢iklanmis ve bu teknigin 1slah programlarinda kullanimina iliskin bilgi aktarilmistir.

Anahtar kelimeler: Allium, 1slah, gynogenezis, haploidi

Utilization Of Haploidy Techniques In Breeding of Allium Species

Abstract

Male and female gametophytes are used in production of haploid plants. Allium species respond to gynogenesis. To obtain haploid
embryos, from onion, flowering garlic and leeks plants, flower bud, ovule and ovary culture are used. In this paper, gynogenesis application,
factors affecting the success of haploid plant production via gynogenesis are explained and availability of this method in onion breeding

studies is discussed.
Key words: Allium, breeding, gynogenesis, haploidy

GIRIS

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, gamet
hiicrelerinde bulunan kromozom sayisi kadar olan bitkilere
haploid bitki adi verilmektedir [1-4]. Haploidler, her bir
lokustaki allelerden sadece bir seriyi bulundurduklar igin
slah galigmalar1 sonucu gelistirilen saf hatlara daha kisa
siirede ulasilmasini  saglar. Haploid bitkiler, normal
bitkilerde bulunan tiim organlara sahip olduklari halde,
diploidlere oranla hiicreleri daha kiigiik oldugu i¢in boylari
daha kisa, yapraklari ve ¢igekleri kii¢iik ve verimli degildir.
Yani bitki olustursalar da tohum veremezler [5-8]. Haploid
bitkilerin bitki 1slah programlarinda kullanilabilmeleri igin
diploid bitkilere doniistiiriilmeleri gerekir. Haploid bir
bitkinin kromozom sayisi, kromozom sayismi katlayan
kimyasal madde uygulamalartyla diploid hale getirilebilir.
“Dihaploidizasyon” veya “dihaploidlestirme”  denilen
yontemle elde edilen bitkilere de “katlannus haploid” adi
verilir.

In vitro haploid embriyo ve bitki elde etmede baglangig
materyali olarak disi ve erkek gametler kullanilmaktadir.
Ancak bagarida bitki tliriiniin haploidizasyona yatkinligi
onemlidir. Haploid bitkilerin elde edilmesinde tiirlere gére
farkli teknikler kullanilmaktadir. Sogangillerde yapilan
aragtirmalar ¢icek tomurcugu, yumurta ve yumurtalik
kiiltiirlinden olumlu sonuglar alindigin1 géstermektedir [5, 7,
9-23].

Allium tirlerinde gynogenezis yoluyla ilk haploid
bitkiler 1989 yilinda Muren ve 1990 yilinda ise Campion ve
Aloni ile Keller tarafindan soganda elde edilmistir [15, 16,
20, 24, 25]. Daha sonra pirasa ve sarimsakta da yapilan
arastirmalarla basarili sonuglar elde edilmistir [12, 37].

Burada sunulan c¢alismada disi gametten haploidi
uyartimi olarak adlandirilan yumurta (ovul), yumurtalik
(ovaryum) veya ¢igek tomurcugu kiiltlirlerinden nasil
yararlanilabilecegi lizerinde aciklamalar yapilmustir.
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Disi gametten haploidi uyartim (Gynogenezis)

Haploid bitkiler in situ kaynakli olabilirse de dogal
kosullarda haploidlere ulagsma olasiligi ¢ok diisiiktiir.
Haploidler erkek veya disi organlarin haploidiye karst
uyarilmalar1 ile in vitro kosullarda elde edilebilmektedir
(Sekil 1). In vitro veya in situ uyartili parthenogeneziste
(androgenezis ve gynogenezis) normal déllenme meydana
gelmemektedir. Dollenme olmaksizin, erkek esey hiicresinin
uyartimi sonucunda veya yumurta hiicresi veya antipodal
hiicrelerden birinin zigot gibi davranarak boélinmesi ile

gynogenezis ad1 verilmektedir [8, 26, 27]. Ancak gynogenik
gelismeyi tetikleyen molekiiler mekanizmanin ne oldugu
konusundaki bilgilerin yetersizligi nedeniyle gynogenezis
olayinin hiicresel diizeyde nasil meydana geldigi tam olarak
bilinmemektedir [4, 28, 29].

Disi gametten haploid bitki tiretimi Allium turlerinden
bagka arpa (Hordeum vulgare L.), bugday (Triticum
aestivum L.), celtik (Oryza sativa L.), kavun (Cucumis melo
L.), kabak (Cucurbita pepo L.), hiyar (Cucumis sativus L.),
musir (Zea mays L.), sekerpancar1 (Beta vulgaris L.), ve

haploid embriyo meydana gelmektedir. Embriyo yumurta  aygiceginde (Helianthus annuus L.) de basanyla
hiicresinden dollenme olmaksizin meydana gelirse buna  kullanilmaktadir [30, 31, Cizelge 1].
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Sekil 1. In situ ve in vitro’da haploid bitkilerin meydana gelisi [30]
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Cizelge 1. Gynogenezis yoluyla farkli tiirlerde haploid embriyo/bitki olusma oranlari.

. . Haploid embriyo/bitki

Familya T meycFl)ana gelme gram (%) Kaynak
Allium cepa L. 0.01- 22.6 5, 13, 15, 16, 19, 23, 24, 31, 32, 34, 35, 37, 38, 39
Allium porrum L. 0.00 33,37
Allium galanthum X Allium cepa L.

. var. aggregatum 2.05 36

Amaryllidaceae  ajjium cepa L. var. aggregatum 0.03 7
Allium schoenoprasum L. 1.89
Allium fistulusum L. 0.00 37
Allium ursinum L. 1.95
Allium angulosum L. 0.00

Chenopodiaceae | Beta vulgaris L. 2.10-18.3

Cucurbitaceae Cucumis sativus L. 16.14-18.4
Cucurbita pepo L. 2.87-115
Cucumis melo L. 3.00

Compositeae Gerbera jamesonii L. 4-7 287

(Asteraceae) Helianthus annuus L. 4.8 8

Moraceae Morus alba L. 9.6-16 40
Oryza sativa L. 1.3

Graminaea Panicum miliacem L. 1.4

(Poaceae) Zefa_mays L. - 8.3
Triticum aestivum L. 1.95-6.67
Hordeum vulgare L. 0.2-14

Solanaceae Lycopersicon esculentum L. 0.00 41

Disi gametten in vitro haploid bitki etmek amaciyla
cicek tomurcugu, yumurtalilk (ovaryum) ve yumurta
hiicrelerinden yararlanilmaktadir. Allium tiirlerinde yapilan
caligmalarda; yumurta (ovul) kiiltiirii yoluyla haploid bitki
elde etmede yumurta izolasyonunun ¢ok fazla zaman almasi
ve embriyo meydana gelme frekansinin disiikligi
nedeniyle yumurtalik ve ¢igek tomurcugu kiiltiirleri tercih
edilmektedir [37].

Yumurta (ovul), yumurtallk (ovaryum), c¢icek
tomurcugu kiiltiirii

Hangi yontem kullanilirsa kullanilsin soganlarda ¢igek
tomurcugunun ¢iceklerin agilmasindan (antezis) Once
bitkiden alinmasi gerekir [13, 32, 37, 42, 43]. Steril ortamda
tomurcuk veya tomurcuk iginde yer alan yumurtalik veya
yumurta hiicreleri, besin ortamina dikilir. Gelisen bitki

Alt kultiur ortanu

Tklim odast

kisimlari, alt kiiltiir ve bilylime ortamlarina aktarilir (Sekil 2,
Sekil 3).

Sekil 2. a, b: Yumurtalik kiiltiirii yoluyla elde edilen gynogenik
bitkilerinin gelisimi. a: Yumurtaliklardan embriyo gelisimi. b:
Embriyonun bitkiye doniisiimii (Fotograf: Faika YARALI).

Bitytime (EM) ortanunda geligen
gynogenik bitkicikler

Sekil 3. Yumurta, yumurtalik, ¢igek tomurcugu kiiltiirlerinin yapilisi (Fotograflar: Faika YARALI).
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Ploidi seviyesini belirleme

Yumurtalik kiiltiiri yoluyla elde edilen bitkilerin haploid
olup olmadiklarinin ortaya konulmasi gerekir. Bu amagla 4
farkli yontem kullanilmaktadir.

Fenotipik gozlem

Haploid bitkilerde bitki organlar1 tam olarak olusur,
ancak diploidlere gore daha kuguktir [3, 5, 6]. Elde edilen
bitkiler yaprak ayasi, bitki boyu, yoniinden kiyaslanir.

Kromozom saymmi

Bitkilerin saglikli ve giiglii gelisen taze kok uclarindan
alinan Orneklerde kromozom sayimi yapilir. En giivenilir
yontemlerden biridir [5].

Flow sitometri

Yontemin esast 0zelligi belirlenecek hiicrelerin tek tek
floresan detektorden gegerken emdikleri isinin analizine
dayanmaktadir. Hizli bir yontem olmasi ve miksoploid
(diploid ve poliploid hiicrelerin karigimi) hiicrelerin
saptanabilmesi nedeni ile flow sitometri guniimizde
kromozom sayimlarinin yapilmasi i¢in en fazla tercih edilen
yontem haline gelmistir [3].

Stoma ozelliklerinin incelenmesi

Bitkilerde stoma iriligi ve birim alanda bulunan stoma
sayist ile ploidi diizeyi arasinda iliski bulunmaktadir.
Haploid bitkilerin stoma hicreleri diploid olanlardan daha
kiigtiktiir. Yapraktaki stoma sayist ve iriligi incelenerek
bitkinin haploid olup olmadig1 anlagilmaktadir. Ancak plodi
seviyesi ortaya konulamamaktadir [3, 27, 44].

Kromozom katlama (Dihaploidizasyon)

Haploid bitkilerdeni n sayida olan kromozom sayisini 2n
haline ¢evirebilmek i¢in kimyasal madde olarak ¢ogunlukla
kolhisin  kullanilmaktadir. Bunun yaninda oryzalin,
amiprofos-methyl (APM) ve trifluralin de etkilidir [43, 45-
47]. Kolhisin, uygulandigr dokularin hiicrelerinde mitoz
bolinmenin metafaz sathasinda ig ipliklerinin olusumunu
engeller ve dolayisi ile replikasyona ugramis kromozomlarin
kutuplara cekilmesini Onleyerek, kromozom sayisinin iki
katina ¢ikmasini saglar. Kromozom katlamasi i¢in kolhisin
kiiltiir ortamina katilabilecegi gibi, haploid bitkilerin aksiller
(yan) tomurcuklarina uygulanabilmekte; in vitro bitkicikler
veya bunlarin ¢elikleri belli bir siire kolhisin ¢ozeltisi iginde

bekletilebilmekte veya tepe tomurcuklart kolhisin ¢ozeltisi
icerisine in vivo kosullarda daldirilmaktadir [3].

Bitkilerin dis kosullara ahistirllmasi:

Katlama igleminden sonra 3-4 ger¢ek yapraga sahip olan
dihaploid bitkiler saksilara dikilip kontrollii kosullardaki
(20° C, 13 saat aydinlik 11 saat karanlik ve nem kontrollii)
iklim odalarma alinir. Bir hafta sonra bitkilerin lizerlerindeki
plastik ortiilere delikler agilarak bitkilerin ortam kosullarina
alistirilmasi saglanir. 2 hafta sonra plastik ortiiler tamamen
kaldirilir ve 4-5 hafta sonra 15 cm c¢apindaki saksilara
aktarilan bitkiler sera sartlarinda gelismeye birakilirlar [32,
43].

Disi gamet yoluyla haploidinin uyarilmasinda
(Gynogenezis) basariyi etkileyen faktorler

Yapilan  arastirmalar  haplod bitki elde etme
caligmalarinda asagidaki faktorlerin basariyr etkiledigini
ortaya koymustur.

Tir ve genotip

Haploidi calismalarinda basarty1 etkileyen en onemli
faktorlerden biridir. Tiim kosullar yerine getirilse de tiiriin
haplodiye egilimi yoksa basari sansi hemen hemen hig
yoktur. [11, 13-15, 29, 37-39, 43, 48, 49]. Bugune kadar
yapilan arastirma sonuglar1 soganlarda gynogenik embriyo
olusma oranmin 0.00 ile 22.6 arasinda degistigini
gostermektedir (Cizelge 1). Genel bir kural olarak ayni tiir
icinde saf hatlarin, sentetik ve hibrit cesitlerin embriyo
verimi ve embriyolardan bitki rejenerasyonu daha fazla
olmaktadir [13, 18, 29, 32].

Kiiltiir ortaminin bilesimi

Ayn1 cinse giren tiirler ve bu tiirlerdeki ¢esitler arasinda
bile farkli kiiltiir ortami isteyenler bulunmaktadir[14].
Allium tiirlerinde genel olarak yumurta, yumurtalik ve ¢igek
tomurcugu kiiltiirleri i¢in B1, B5, BDS, MS besin ortamlari
kullanilmaktadir [11, 34, 36, 37, 43, 48-52].

Ortama katilan besin elementinin yaninda biiyiime ve
gelismeyi uyarmak amaciyla ortama katilan seker, bitylimeyi
diizenleyici madde miktar1 ve ortam pH’st da onemlidir.
Cizelge 2’de Allium tiirlerinde kullanilan besin ortamlari ve
bilesimlerine iligkin aragtirma sonuglarmma dayali veriler
gorilmektedir.

Cizelge 2. Allium tiirlerinde haploid embriyo elde etmek amaciyla kullanilan yontemlere gore kiiltiir ortamlari ve igekleri.

) ) Besin Buyumeyi Diizenleyici Sekeg Kaynak
Tir Yéntem Ortan Maddeler Dozu (%)
_ . BDS | 2mg/l2,4-D; 2 mg/l 6-BA 10
Allium cepa L. Cigek Tomurcugu/ B1 1 mg/l NAA; 2 mg/l 2iP 10 11, 15, 20, 23, 25, 32, 34, 42
Yumurtalik
B5 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/l 6-BA 10
A. schoenoprasum L.,
A. fistulusum L., B5 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/l 6-BA
A. ursunium L., Cigek Tomurcug
A. porrum L., ek 1o gu 10 37
A. angulosum L., .
Allium cepa L., MS 1 mg/1 NAA; 2 mg/1 2IP
A. cepa L. var. aggregatum
A.cepa - . - 1-2 mg/l 2,4-D; 1-2 mg/l BA
A. cepa L. var. aggregatum Cigek Tomurcugu BS 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/l 6-BA 75 7,13,36
B5 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/l BA 10
. _ . BDS 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/l BA 10
Allium cepa L. Cigek Tomurcugu MS 2 mg/1 21P; 1 mg/l NAA 10 16
MS Hormonsuz 3
. Yumurta -Yumurtalik- 2 mg/l 2,4-D; 2 mg/l 6-BA
Allium cepa L. Cigek Tomurcugu | BP° [T mg/l NAA; 2 mg/l 6-BA 10 >0
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Seker

Kiltir ortaminin karbonhidrat igerigi ve tipi haploid
embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerinde etkilidir.
Genellikle karbonhidrat kaynagi olarak sakkaroz kullanilir.

Bulylmeyi duzenleyici maddeler

Gynogenik haploid embriyolarin elde edilmesinde
ortamin oksin-sitokinin dengesi 6nemlidir. Oksin olarak 2,4-
D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) ve NAA (naftalinasetik
asit) ve bunlarmn 1-2 mg/I’lik dozlar1 daha iyi sonug
vermektedir.  Sitokinin  olarak  ise  6-BA  (6-
benzylaminopurine) ve 2iP (2-izopentiladenin)’in 1-2 mg/l
dozlarinin kullanimi yaygindir [7, 13, 20, 23, 32, 34, 43,
50].

pH

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kiiltiir ortaminin pH’s1
kiiltir ortamimda bulunan tuzlarin ¢6ziiniirligli, enzim ve
katalizor aktivitesi, ortamdaki besin maddeleri ve bliyiimeyi
diizenleyici maddelerin explant tarafindan alinmasi tizerinde
etkilidir. Allium tirlerinde yapilan ¢aligmalarda besin
ortaminin pH degerinin 5.8-6.0 arasinda olmasi gerektigi
belirtilmektedir [7, 15, 21, 31, 32, 53].

Ana bitkinin yetisme kosullari

Ana bitkinin yetisme kosullari gynogenezis tizerinde
etkili olan ©6nemli faktérlerden biridir. Bu konudaki
aragtirma sayis1 oldukc¢a az olmasina ragmen ana bitkilerin
olabildigince kontrollii kosullarda yetistirilmesine 6zen
gosterilmelidir. Haploidi ¢aligmalarinda ana  bitkilerin
yetistiriciliginde kontrollii seralar kullanilmaktadir. Yiiksek
sicakliklarda hiicre boliinmesi daha hizli oldugu igin
haploidi oranm1 diismektedir. Buna karsilik soganlarda diisiik
sicaklik ve yiiksek 1giklanma siiresi de gynogenezis lizerinde
olumlu etkiye sahiptir [ 28].

Tomurcuk biiyiikliigii

Yumurta, yumurtallk veya ¢icek tomurcugu
kiiltlirlerinden basar1 elde edebilmesi i¢in gereken en dnemli
noktalardan birisi, yumurta veya yumurtaligin alindig: ¢igek
tomurcugunun biyiikliigli, yani yumurtaligin fizyolojik
olarak i¢inde bulundugu gelisme donemidir [14, 28].
Sogangiller familyasina giren tiirlerde ¢iceklerdeki disi ve
erkek gametler ayni zamanda olgunlagmamaktadir. Cicek
tomurcuklarinin  alinma  donemi  olarak  ¢igeklerin
acilmasindan (antezis) 6nceki donem uygundur [7, 13, 36,
37]. Ancak tomurcuk iriligi tomurcuklarin gelistigi
donemdeki iklim faktorlerine bagli oldugundan her zaman
ciceklenmeden oOnceki donemde alinan tomurcuklardan
olumlu sonug¢ almmayabilmektedir. Genel bir kural olarak
25- 45 mm capindaki tomurcuklardan 1iyi sonug
alinmaktadir [20, 43]. Tomurcuk iriligi cesitlere gore
degisim gosterdigi i¢in uygulamada {izerinde ¢aligilan ¢eside
6zgil uygun tomurcuk bilyiikliigiiniin belirlenmesinde fayda
vardir.

Tomurcuklara yapilan 6n uygulamalar

Ana bitkiye veya tomurcuklara diisiik veya yiiksek
sicaklik  soklari, kiiltir ortaminin  besin  igeriginin
azaltilmasiyla yapilan aclik soklart embriyogenezisi
etkileyen faktorlerdendir [28, 29].

Haploidi
Kullanilmasi
Haploid bitkiler ana bitkinin &zelliklerini tasirlar. Bu
nedenle 1slah c¢aligmalarinda kullanilacak saf hatlara kisa
sirede ulagsmayr saglamak acisindan yararlart vardir.

Tekniginin Sogan Islahi Programinda

Haploidler, saf hatlarin elde edilmesinin yaninda, geriye
melezleme ve hibrit cesit gelistirme c¢alismalarinda da
kullanilabilirler. Normal kosullarda sogangil familyasina
giren tiirlerde 2 yilda 1 generasyon ilerlenebilir. Soganlarda
yabanci tozlanmanin hakim olmasi da saf hatlara kisa siirede
ulagilmasini engeller. Bu durumda haploid bitki gelistirme
teknikleri 1slah programlarinin i¢ine monte edildiginde 10
senede yapilabilecek bir saf hat elde etme asamasi, 5 yila
indirilebilir.

Bir 1slah programinda haplodizasyon teknigini
kullanabilmek ig¢in, oncelikle tlizerinde caligilan cesitlerin
haploidiye egilimleri belirlenmelidir. Egilim varsa 1slah
programina 1-2 saflagtirma ¢aligmasinin arkasindan girmesi
gerekir. Daha oOnce de belirtildigi gibi saflagtirilmig
materyalden haploid bitki elde etme olasiligi artmaktadir.

Cizelge 3’de bir sogan 1slah programinda haploidinin
hangi asamalarda devreye girebilecegi goriilmektedir.

Cizelge 3. Sogan 1slah programlarinda saf hatlarin elde
edilmesinde haploidi tekniginin kullanilmast
1. Y1l

Tohum ekimi ve baslarin elde edilmesi.

Baglarin dikimi, ¢igeklenme déneminde in vitro haploid
bitkilerin elde edilmesi, ploidi diizeyini belirleme ve
dihaploidleri elde etme

Dihaploidlerin dikimi ve baglarin elde edilmesi, baslarda
seleksiyon

Secilen dihaploid baslarin dikimi ve dihaploidlerden
tohum alma*

Dihaploid saf hatlarin veya melezleme programina
alinmig ana ve baba hatlarin tohum ekimi ve baslarin
elde edilmesi

Melezlemede kullanilacak ana ve baba hatlarin
basglarinin dikimi, ¢igeklenme déoneminde melezleme ve
melez tohumlarin elde edilmesi.

Melez tohumlarin ekilmesi ve hibrit bireylerin
degerlendirilmesi

* Dordiincii yilda melezleme yapilabilecegi disiiniilebilir. Ancak dihaploid
ebeveynlerin kaybedilmemesi igin &ncelikle dihaploid tohum (retiminin
gergeklestirilmesi 1slah programinin siirdiiriilebilmesi agisindan 6nemlidir.

2. Y1l

3.Y1l

4. Y1l

5.Y1l

6. Y1l

7. Y1l

Cizelgeden de goriilebilecegi gibi 1slah programinin

stiresi ~ kisaltilarak ~ seleksiyonun ilk yilindan sonra
dihaploidler yoluyla saf hatlara ilk dort yil iginde
ulagilabilmektedir.
SONUC

Allium tdrlerinin ¢icek ve ddllenme biyolojileri

nedeniyle 1slah calismalari uzun zaman almaktadir. Ancak
guniimiizde 1slah g¢alismalarindan daha kisa siirede sonug
almak amaciyla gelistirilen haploid bitki elde etme teknikleri
sayesinde saf hat ve gesitlere daha kisa siirede ulagmak
mumkin  olabilmektedir. ~ Allium  tirlerinde  yapilan
aragtirmalarda 6n plana ¢ikan gynogenezis teknikleri ile
yumurta, yumurtalik veya ¢icek tomurcugunun in vitro
kosullarda kiiltlire alinmasi ile haploid bitkiler basarili bir
sekilde elde edilmekte ve 1slah ¢aligmalari i¢in gerekli saf
hatlara daha siirede ulasilabilmektedir [5, 7, 11-20, 22, 28].
Ulkemizde gynogenik yontemlerin Allium tiirlerindeki
kullanimi heniiz yontem oturtma asamasindadir. Teknigin

farkli  laboratuarlar  kosullarindaki  isleyis  semasi
geligtirildiginde  1slah  ¢alismalarinin =~ da  yeniden
boyutlandirilmas1  saglanmis  olacaktir. Ulkemiz sogan

ireticisi tilkeler iginde ©nemli bir yere sahipken, 1slah
caligmalarmin  uzun siireli olmasi nedeniyle 1slah
caligmalarmin  sayist  sinirhidir.  Ancak  biyoteknojik
yontemlerin devreye girmesiyle farkli bir boyut kazanacagi
distiniilmektedir.
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