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OZET

DOKTORA TEZI

Ayciceginde (Helianthus annuus L.) Anter Kiiltiri Yolu ile Haploid Bitki Eldesi
Uzerine Arastirmalar

TRAKYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILI DALI

Bu calismada aygiceginin K3R-SN:10/2010 (G1) ve K3R-SN:4/2010 (G2)
olarak isimlendirilen iki farkli 1slah hattinda, genotip, 151k, NAA, BA, PVP ve kolsisinin
anterden androgenesisin uyarilmasi iizerine etkisi arastirilmistir. Calismalarda MS temel
besi yeri kullanilmustir. Tki farkli genotipin anterleri iizerindeki androgenetik tepkilerini
test etmek i¢in 15181n iki (siirekli karanlik ve fotoperiyot) farkli uygulamasi ve NAA’nin
dort (0, 0.5, 1, 2, mg/l), BA’nin dort (0, 0.5, 1, 2, mg/l) farkli konsantrasyonu kombine
olarak kullanilmistir. G1 i¢in en iyi kallus olusumu fotoperyotta 2 mg/l NAA ve 0.5, 1
veya 2 mg/l BA iceren MS ortamda %100 olmustur. Karanlikta ise 2 mg/l NAA ve 1
mg/l BA iceren MS ortamda %100 olarak bulunmustur. G2 i¢in en iyi kallus olusumu
fotoperyotta 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren MS ortamda %87 olarak bulunmusken
karanlikta yine ayn1 ortamda %90 olmustur. En iyi embriyojenik kallus olusumu G1 i¢in
fotoperyotta 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren MS ortamda %47 iken G2 i¢in yine ayni
ortamda ve karanlikta %43 olmustur. Her iki genotip i¢in de en ¢ok %10 gibi diisiik bir
frekansta direk embriyo olusumu gézlenmistir. Sonu¢ olarak genotip, 151k, NAA ve
BA’nin ayg¢icegi anterlerinden androgenetik cevabin elde edilmesi iizerine etkisinin
istatistik olarak 6nemli oldugu ve aralarinda interaktif etkilesim oldugu tespit edilmistir.
Calismada elde edilen androgenetik yapilarin hi¢ birinden tam bir bitki elde edilemese
de anterlerden elde edilen kallus hiicrelerinde hem haploid hem de diploid hiicreler
tespit edilmistir. Bu gozlemlere dayanarak gelisen kalluslarin mikrospor kokenli
oldugunu ve aygiceginde etkili bir androgenesis uyartim protokolii gelistirdigimizi
digiinmekteyiz. Calismada kullanilan PVP (%0.1, %0.5) ’nin androgenesis veya
kalluslardaki kahverengilesme {izerine etkili olmadigi gozlenmistir. Ayrica direk
anterlere veya kalluslara 3 giin siireyle kolsisin (0.1 ve 0.2 g/l) muamelesi yapilmis
fakat bu kalluslardan kromozom sayimi1 yapilamamaistir.

ANAHTAR KELIMELER: Aycicegi, Helianthus annus, in vitro, haploid kiiltiir, Anter
kiiltiirii, bitki doku kiiltiirii.

EDIRNE-2011, 140 sayfa
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SUMMARY

Ph. D. THESIS

Researches on the Sunflower (Helianthus annuus L) About Obtaining Haploid Plant
via Anter Culture

TRAKYA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

In this study, the effects of genotype, light, NAA, BA, PVP and colchicine on
the induction of anther androgenesis from two sunflowers cultuvars [K3R-SN:10/2010
(G1) and K3R-SN:4/2010 (G2)] are investigated. MS is used throughout the studies. To
test the androgenetic response of two different genotypes’ anthers, two light conditions
(continuonus dark, photoperiod), four NAA concentrations (0, 0.5, 1 and 2 mg/l) and
four BA concentrations (0, 0.5, 1 and 2 mg/l) are used in combination. The best callus
formation for G1 is 100% on MS medium containing 2 mg/l NAA and 0.5, 1 or 2 mg/l
BA at photoperiod condition. In the dark conditions, the best callus formation for G1 is
100% on MS medium containing 2 mg/l NAA and 1 mg/l BA. The best callus formation
for G2 is 87% on MS medium containing 2 mg/l NAA and 1 mg/l BA at photoperiod
conditions and 90% for dark conditions on the same culture medium. The best
embryogenic callus formation for G1 was 47% on MS medium containing 2 mg/ | NAA
and 1 mg /1 BA at photoperiod, for G2 was 43% on the same environment in the dark.
For each genotype, maximum direct embryo formation was observed at a frequency as
low as 10%. As a result, effect of genotype, light, NAA and BA on androgentic
response of sunflower’s anthers was found statistically significant, and was found
interaction between them. Even though a complete plant couldn’t be obtained from
androgenetic structures obtained from the study, both haploid and diploid cells have
been identified in calli obtained from anthers. Based on these observations, we think
that the origin of callus obtained from this study was microspores, and we optimized an
efficient androgenesis protocol for sunflower’s anthers used in this study. It is observed
that PVP (0.1% or 0.5%) used in this study had no effect on the androgenesis or on
callus browning. In addition, anthers or callus are treated with colchicine (0.1 or 0.2 g/l)
for three days but chromosomes could not be counted in that callus.

KEY WORDS: Sunflower, Helianthus annus, in vitro, Haploid culture, Anther culture,
Plant tissue culture.

EDIRNE-2011, 140 pages
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ONSOZ

Biyoloji 21. Yiizyilin bilimi olarak goriilmekte, saglik, beslenme ve ziraat basta
olmak {iizere bircok alanda insana hizmet etmektedir. Modern biyolojinin en 6nemli
dallarindan biri olan biyoteknolojinin sundugu olanaklardan giin gectikge daha c¢ok
yararlanmaktayiz. Doku kiiltiirii calismalar1 ve genetik miihendisligi sayesinde, bitkisel
tiretimde verim ve kalite artis1 saglayan yeni cesitlerin gelistirilmesi giiniimiiz
1slah¢ilarinin baglica ilgi alanini1 olusturmaktadir. Diinya’daki gelismelere paralel olarak
ilkemizde de biyoteknolojik 1slah ¢alismalar1 hizla artmaktadir. Hal boyle iken doktora
tezimin c¢alisma alanim belirlerken bu gercekleri goz Oniinde bulundurmamiz
kacinilmaz olmustur. Ulkemizde, agirlikli olarak Trakya bolgesinde tarimi yapilan
ayciceginin 1slah1 calismalarinda genellikle klasik tekniklerin kullanildigini ve saf
hatlarin bu sekilde elde edilmesinin ¢cok zaman ve emek gerektirdigini goz Oniinde
bulundurarak danigsmanimin da tavsiyesi ile bu yonde caligsmalara basladik. Dolayisi ile
tez calisma konumun belirlenmesi, bu konunun projelendirilmesi ve c¢aligma sirasinda
karsilastigim giicliiklerin iistesinden gelmem konusundaki yardimlarindan dolay: ipsala
Meslek Yiiksek Okulu Miidiirii ve Danigmanim Sayin Yrd. Do¢. Dr. Hayati ARDA’ya

tesekkiirii bir borg bilirim.

Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Laboratuarlarmin kullanimi
icin verdigi izinlerden otiirii Botanik Anabilim Dali Bagkanm1 Sayin Prof. Dr. Feruzan
DANE’ye ayrica tesekkiir etmek isterim. Sitolojik calismalarim sirasinda bana yol
gosteren bilgiler icin Trakya Universitesi Bitki Islah1 Uygulama ve Arastirma Merkezi
Miidiirii Saymn Doc¢. Dr. Ciler MERIC’e de tesekkiir ederim. Manevi destegini her
zaman hissetigim Kocatepe Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

ogretim iiyesi Sayin Dog. Dr. Siileyman CENKCI’ye tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda gosterdikleri ilgi ve motivasyon desteginden otiirii Havsa
Meslek Yiiksek Okulu Miidiirii Sayin Yrd. Do¢. Dr. Ayhan AYTAC’a ve Miidiir
Yardimcist Sayin Yrd. Do¢. Dr. Hakan OKURSOQOY’a tesekkiir ederim. Bitkilerin



v

yetistirilmesi ve bakimi sirasinda seracilik konusundaki tecriibelerinden yararlandigim

Sayin Ogr. Gor. Adnan COLAK ’a ayrica tesekkiir etmek isterim.

Calismamda kullanilan tohumlarin elde edilmesindeki katkilarindan otiirii
Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden Saym Dr. Goksel EVCI’ye ve istatistik
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1. GIRIS

Aycicegi (Helianthus annuus L.) diinyada ve iilkemizde en 6nemli bitkisel yag
kaynaklarindan biridir. Artan niifusa paralel olarak insanlhigin bitkisel yag ihtiyact
giderek artmaktadir. Ulkemiz insanmin bitkisel yag tiiketiminde ¢ogunlukla aycicegi
yagm tercihi ve gerekli bitkisel yagin yarisim1 disaridan ithal etmek zorunda olmamiz,
son yillarda ayciceginin Onemini giderek arttirmaktadir. Halen aygicegi tariminda
genelde hibrit cesitler liretimde kullanilmasina ragmen, aynm gen kaynaklar1 kullanilmasi
nedeniyle, geleneksel 1slah metotlar1 kullanilarak elde edilen c¢esitlerde genetik
verimlilik kapasitesinin iist sinirina yaklagilmistir. Bu sorunun asilmasi ancak
biyoteknolojik metotlarin kullanilmasiyla miimkiindiir. Bu nedenle, son yillarda bu
cercevede yapilan ¢alismalar giin gectikce 6nem kazanmakta ve her yil yeni basarilar

elde edilmektedir.

Biyoteknolojik metodlar genel olarak bitki doku kiiltiirii ve molekiiler biyoloji
ile sitokimyasal yontemlerin bir bileskesini icermektedir. Bu ¢alisma daha c¢ok bitki
doku kiiltiirii yontemleri {izerine yogunlasacaktir. Aycicegi daha onceki bazi in vitro
caligmalar ile androgenesis veya ginogenesis yoniinde uyarilmis ve hem haploid hem de
dihaploid bitkiler elde edilmistir. Bu calismalar asagida incelenmekle birlikte,
tilkemizde heniiz aycicegi ile yapilmis ve anter kiiltiirii yontemini i¢eren bir arastirma
raporu mevcut degildir. Dolayist ile bu tez calismasi1 Tiirkiye’de ay¢iceginden haploid

bitki elde etme iizerine ilk tez ¢aligmasidir.

Bu doktora calismasinda, geleneksel metodlar ile 7-8 kusak siirecek 1slah
siirecinin tek bir kusaga indirilmesini saglayacak biyoteknolojik yontemlerden birisi
olan haploid bitki elde edilmesi iizerinde calisilmistir. Bu baglamda iki farkli aycicegi
(Helianthus annuus L.) genotipinin anterlerinde androgenesisi tesvik etmek amaci ile
degisik hormon kombinasyonlar1 ve 15181n etkisi, ¢alisma sonucu elde edilen yapilarin
(kallus ve embriyolar) rejenerasyonu i¢in yine degisik hormonlarin etkisi arastirilmistir.

Ayrica kromozom duplikasyonunun gerceklesmesi icin kolsisinin etkisi incelenmis ve



elde edilen yapilarin ploidi seviyelerinin belirlenmesi icin sitolojik gozlemler

gergeklestirilmistir.

1.1. Helianthus annuus L. (Aycicegi)

Helianthus’un  Latince kokenine baktigimiz zaman “Helios=Giines”,
“Anthos=¢icek” anlanu tagimaktadir. Yine bilindigi gibi Ingilizce’de “sunflower” giines
cicegi anlamina gelir. Tiirk¢ge’de ise “Giinebakan, Giindondii, gibi yerel isimleri bitkinin
kapitulumunun giinesi takip etmesi sonucu yiiziinii giinese dondiigii anlaminda
kullanilmaktadir. Bununla birlikte zirai literatiirde ve yaygin olarak kullanilan adinin
Giines’le alakali olmak yerine Ay’1 cagristirdigin1 goriiyoruz. Aycgicegi. Yine Latince
“annuus=bir yillik” demek oldugundan, Helianthus annuus’u bir yillik giines ¢icegi

olarak tanimlamak yanlis olmayacaktir.

1.1.1. Ayciceginin botanik o6zellikleri

Ayc¢iceginin taksonomik yerini asagidaki gibi gosterebiliriz;

Regnum: Plantae
Divisio: Spermatophyta
Classis: Magnoliopsida
Subclassis: Asteridae
Ordo: Asterales
Familia: Asteraceae
Genus: Helianthus

Species: H. annuus L. (Segmen vd. 1992).



Asteraceae familyasi1 iiyesi olan Helianthus L. genusunun temel kromozom
sayist n=17'dir ve diploid (2n=2x=34), tetraploid (2n=4x=68) ve hexaploid
(2n=6x=102) tiirleri vardir (Jan 1997). Genusun diinya yayilmis 67 kadar tiirii vardir ve
kokenin Amerika kitasidir. Tiirlerin biiyiik bir kism1 tek veya cok yillik otsu, nadiren

calimsidir (Heiser 1978).

Kiiltire alinmig olan iki tiiri mevcuttur. Bunlarda Helianthus annuus L.
(Aycicegi) tek yilliktir ve yagh olan tohumlar1 nedeni ile ekonomik degere sahiptir.
Helianthus tuberosus L. (Yer elmasi1) ise ¢ok yillik rizomlu bir bitkidir ve rizomlar1
besin maddesi olarak kullanilir (Heiser 1978). Kupicha (1975)’ya gore Tiirkiye’de her

iki tiirde bulunmaktadir.

Asteraceae familyasinin karakteristik 6zelligi inflorosensinin kapitulum seklinde
olmasidir (Sekil 1.1). Kapitulum ilk olustugu zaman braktelerle kaphdir. Kapitulum
gelistikce brakteler acilir ve kapitulum kenarlarina iki sira halinde dizilir. Kapitulum i¢
kisminda dilsi ve tiipsii ¢icek olmak iizere iki tip ¢icek icerir. Dilsi ¢igekler kapitulumun
cevresine dizilmislerdir. Koyu sar1 petaller seritsi yapilar seklinde birlesmistir. Dilsi
cigekler sterildir; pistil, stigma ve stilus igerirler fakat anterleri yoktur. Tiipsii cicekler
disk seklindeki kapitulumun (kafa) cevresi haricindeki kisma yerlesmislerdir ve
cicekcik seklinde isimlendirilirler. Tipsii ¢igekler fertildir, pistil ve stamenlerin her
ikisini de igerir. Aycicegi cicekleri epigin tiptedir, petaller ve stamenler ovaryumun
istiinde yer alir. Her tiipsii cicekcik dista brakte ve tily seklinde modifiye olmus iki
sepal icerir. Korolla birlesiktir, bes petal uglari disinda birlesmistir. Ik ©nce
kapitulumun ¢evreye yakin kisminda bulunan tiipsii ¢icekler acar ve bu durum merkeze
dogru ilerler. Tiim ciceklerin agis1 5 ila 10 giin icinde tamamlanir. Cigeklenme periyodu
kapitulum biiyiik ise veya hava soguk ya da bulutlu ise uzayabilir. Sabahin erken
saatlerinde stamenlerin flamentleri hizla uzar ve anter tiipii korolladan disan ¢ikar. Bu
olay giinesli giinlerde sabah 07.00’da meydana gelir. Bu evreden hemen sonra anter
keseleri acilir, anter kesesi i¢indeki polenler serbest kalir. Ayn giin saat 17.00 civarinda
stilusun uzamasiyla iki lobu ayrilamayan tiiylil olan stigma anter tiipiiniin iizerine ¢ikar.
Stigma bu evrede kabul edici degildir, ciinkii i¢ ylizeyi tiiylii olan iki lob birbirinden
ayrilmamustir. Stigma ertesi sabah tamamen kabul edici yiizeyi ile ortaya cikar. Bu

evrede stamenlerin flamentleri turgorlarim kaybederler ve anterler korolla igine



cekilmeye baslar. Bu olay esnasinda polenler stigmanin yiizey tiiyleri tarafindan
yakalanir. Polenler stigma yiizeyine temas edince gerceklesen etkilesim sonucu
tozlagsma ve akabinde dollenme meydana gelir. Cicek acildiktan sonra ikinci giiniin
sabahi, anterler ve stigma kurur, biiziiliir ve korolla tiipii icine geri ¢ekilir olmuslardir
(Seiler 1997). Ekzin yiizeyi dikenli olan polen tanelerinin yiizey morfolojisi riizgar ile
tasimaya elverigli degildir. Ayrica su iizerinde durabilme 6zelliginden de yoksundurlar.

Bunun yaninda bocekler yardimu ile taginmak icin iyi adapte olmuslardir (Seiler 1997).
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Sekil 1.1: Ayc¢iceginde kapitulumun yapisi. Ciceklerin degisik evreleri sekilde goriilmektedir. a)

kapitulum merkezindeki tomurcuk evresi, b) staminad evre, c) pistilat evre, d) solgun cicek
evresi.

1.1.2. Diinya’da aycicegi tarim

Diinya ayc¢icegi tiretim miktar1 2001 ve 2003 yillar itibariyle incelendiginde,
dengeli bir seyir izleyerek arttig1 goriilmektedir. 2003 yil1 verilerine gore Rusya diinya

capinda en cok aycicegi iireten iilke konumundadir ve toplam diinya aycicegi iiretiminin



%16’s1m bu iilke karsilamaktadir. Rusya’da 1860 yilinda baslayan yag iiretim miktar
%28 den %50°‘lere artmigtir. Daha sonra Ukrayna, Arjantin, Amerika ve Cin diinya
aycicegi iiretiminde en ¢ok paya sahip iilkelerdir. Bu siralamada Tiirkiye 8. sirada yer
almaktadir. Aycicegi Diinya’da ve Tiirkiye’de en 6nemli yag bitkilerinden biridir (Eken
2004).

1.1.3. Tiirkiye’de aycicegi tarim

Eskiden iilkemizde tereyagi, kuyruk yagi, ic yagi ve zeytinyag tiikketimi
yayginken, daha sonralari insanlarimizin tiiketim aligkanliklar1 degiserek kullanmilan
yagin %69 unu bitkisel yaglar olusturmustur (Eken 2004). Artan niifusa paralel olarak
iilkemizin bitkisel yag ihtiyaci giderek artmaktadir. Ulkemiz insaninin bitkisel yag
tiketiminde c¢ogunlukla aycicegi yagim tercihi ve gerekli bitkisel yagin yarisin
disaridan ithal etmek zorunda olmamiz, son yillarda aygiceginin Onemini giderek
artirmaktadir (Kaya 2004). Kullanilan bitkisel yaglarin %57’sini aygicegi yagi
olusturmaktadir. Ayciceginin iilkemizdeki en Onemli tiketim sekli yaghktr.
Ayciceginin hem sivi yag hem de margarin sanayinde kullanilmasi degerini daha da
arttirmaktadir. Tiirkiye’de yillik kisi bas1 bitkisel yag tiiketimi 20 kg civarindadir.
Tiirkiye’deki aycicegi ekilis alanlarnin %73’ ii Trakya- Marmara, %13’ ii I¢ Anadolu,
%10’ u Karadeniz, %3’ it Ege ve %1’ i Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerindedir
(Eken 2004).

Ayc¢icegi hemen her bolgemizde yetistirilebilen ve tanelerinde yiiksek oranda
kaliteli yag bulunduran, ekim alani, tiretimi ve yag iiretimi bakimindan ilk sirada yer
alan 6nemli bir yag bitkisidir. Bu nedenle ayg¢igegi liretiminin artiritlmas: gerekmektedir.
Uretim artis1 ekim alan1 veya birim alan verimi artisiyla gerceklestirilebilir. Giiniimiizde
aycicegi ekim alanim artirmada, I. ve II. iiriin tarimi olarak, GAP (Giineydogu Anadolu
Projesi) ve Akdeniz bolgeleri potansiyel goriilmektedir. Bunun diginda iiretim
deseninde meydana gelen degisikliklerle aycicegi ekim alami arttirilabilir. Verimi

artirmada ise yeni gelistirilen hibrit aycicegi cesitlerine uygun yetistirme teknikleri



uygulamak etkili olacaktir. Aycicegi ekilis alanlar1 1999 yilinda 595 bin ha iken her yil
giderek azalan bir trend izleyerek 2001 yilinda 510 bin ha’a kadar diismiistiir. 2002
yilinda ekim alani tekrar 550 bin ha’a yiikselmistir. 2003 yilinda ekim alan1 545 bin ha
olarak gerceklesmistir. Uretim ise 1999 yilinda 950 bin ton iken, 2000 yilinda 800 bin
tona 2001 yilinda ise 650 bin tona gerilemistir. Bu azalmada en onemli neden ekim
alanindaki ve verimdeki diisiislerdir. 2002 yilinda iiretim tekrar 850 bin ton’a
yiikkselmistir. Bu yiikselmenin ise bir onceki yil aygicegi fiyatlarinin iki kata yakin
oranda artmasit ile ekim alanindaki ve verimdeki olumlu gelismelerden
kaynaklanmaktadir. 2003 yilinda ise iiretim 800 bin ton’a gerilemistir. Ulkemizde ekimi
yapilan yagl tohumlu bitkiler arasinda ekim alani ve yag iiretimi bakimindan (%73) ilk
siray1 alan aycicegi, agirlikli olarak Trakya bolgemizde iiretilmekte olup, bununda
%30.8'ni tek basina Tekirdag ili karsilamaktadir. Edirne % 20.1 ve Kirklareli % 11.2 ile
diger onemli aycicegi iretimi yapan illerdir. Aycicegi verimi bakimindan Tiirkiye
ortalamas1 125 kg/da iken, bolgeler arasinda en diisilk verim 79.8 kg/da ile Orta
Anadolu Bélgesi’nden elde edilmektedir (Kaya 2003).

Aycicegi kuraga fazla dayanikli olmamakla birlikte diger kiiltiir bitkilerinin
yetisemedigi kurak kosullarda basariyla yetisebilmektedir. Aycicegi bitkisi topraktaki
suyu en iyi degerlendiren bitkilerden biridir. Yetisme siiresi boyunca 500-600 mm’lik
toplam yagisa gereksinim duymaktadir. Ancak yagislarla alinan su miktan yeterli
degilse verim alinmasi i¢in sulama gereklidir. Kurak kosullarda sulama ile % 100’e
varan bir verim artis1 saglanabilmektedir (Kolsarici1 vd. 2000). Ayciceginde su istegi
toprak yapisina, sicakliga, nispi neme ve riizgarin etkisine gore degismektedir. Suya en
fazla ihtiya¢ duydugu donem ciceklenmeden onceki ve sonraki 40 giinlilk donemdir.
Ozellikle, ¢igeklenme ve dollenmenin oldugu 10 giinliik donemde, bitki su stresine
maruz kalirsa, verim ¢ok fazla etkilenmektedir. Ayrica, ciceklenmeden sonraki 20
giinlik donemde bitkinin su stresine girmesi halinde, yag verimi olumsuz yodnde
etkilenmektedir (Arioglu 1999). Bu periyotta yapilacak 1-2 sulama ile verim artist
saglanabilmektedir. Ozellikle Orta Anadolu Bolgesi ve Bati Gegit Bolgelerimizde daha
cok kurakliktan kaynaklanan verim diisiikliiklerini minimize edebilmek icin ayciceginde
ozellikle sulama potansiyeli olan alanlarda sulamanin tesvik edilmesi hem iiretici hem

de iilke ekonomisi acisindan bir kazang olacaktir.



1.2. Ayciceginde Islah Teknikleri

Aycicegi ekimi MO 3000 yillar1 dolaylarinda Amerika kitasinda baslamustir.
Boya maddesi ve gida olarak kullaniminin yaninda Avrupa’ya gelisi ile beraber siis
bitkisi olarak da kullamilmistir (Meri¢ 2002). Dolayist ile bu kullanima baslandigi
zamandan itibaren en iyi tohumun elde edilmesi i¢in ilkelde olsa 1slah ¢aligmalarinin
basladigin1 soyleyebiliriz. Ancak modern bilimin gelismesi ve biyoteknoloji ile
genetikteki atilimlar sayesinde giiniimiizde cok farkli 1slah yontemleri mevcuttur. Bu

yontemler klasik ve biyoteknolojik yontemler olarak iki baglikta incelenecektir.

1.2.1. Klasik 1slah teknikleri

Kendine dollenen ve yabanci dollenen bitkilerin klasik yontemler ile 1slahi
calismalan bazi agilardan farkliliklar gosterse de burada bu tarz bir ayrima gidilmeden
kisaca hepsinden bahsedilecektir. Bunun en 6nemli sebebi ise ayciceginin hem kendine

dollenen (Meri¢ 2002) hem yabanci déllenen (Onemli 2005) bir bitki olmasidir.

Klasik 1slah yontemleri seleksiyon ve popiilasyon islahi, melezleme 1slahi,
geriye melezleme, soy i¢i iireme 1slahi, dayaniklilik 1slahi, mutasyon 1slahi, tiir ve genus
melezleri, poliploidi 1slah1 gibi degisik tekniklerden olugsmaktadir (Demir ve Turgut
1999). Bu tekniklerin hemen hepsinin ortak noktasi istenilen 6zelliklerde bitkilerin elde
edilmesi icin ¢ok uzun zaman dilimlerine ihtiyag duymalaridir. Bu nedenle bu
calismanin esas konusu olan anter kiiltiiriinii de kapsayan biyoteknolojik yontemlerin en

onemli avantaji gerek duyulan bu uzun siireyi oldukca kisaltmasi olarak goriilmektedir.



1.2.2. Biyoteknolojik 1slah teknikleri

Ayciceginde bugiine kadar yapilan gerek klasik 1slah, gerekse biyoteknolojik
metotlar ile listiin verim ve kalite 6zelliklerine sahip bircok hat ve cesitler gelistirilmis,
hastaliklara, orobansa ve zararlilara dayanikli, yabanci ot ilaglarina dominant olan
hibritler elde edilmistir. Yiiksek yag orani, orobansa, herbisitlere, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik gibi 6nemli verim ogelerinde, molekiiler marker metotlar1 yardimiyla
aycicegi 1slahinda istenilen karakterlerin elde edilmesi, biyoteknolojinin 1slaha en
onemli katkilarindandir. Molekiiler marker yontemlerinin aycice8i 1slahinda ilk
kullanimi aygicegi kendilenmis hatlarinin erken devrelerde izozim ¢esitliligi (isozyme
polymorphism) yoluyla tanimlanmasi ile baslamistir (Quilet vd. 1992, Kirichenko vd.
1999). Yine bu genetik tamimlamada daha sonralar1t DNA markerleri kullanilmistir
(Tang vd. 2002, Yu vd. 2002). Bu ¢ercevede yapilan ¢alismalar sonucunda: 6ncelikle
ayciceginde RLFP (Restriction fragment length polymorphism) analiziyle, Gentzbittel
vd. (1992) 44 Helihanthus tiiriinii inceleyerek aycicegi cinsinin soy agaci ¢ikarmislar,
Riseberg ve Seiler (1990), ribozomal RNA ve kloroplast molekiiller markerleri
kullanarak, kiiltiirii yapilan ay¢iceginin orijinini belirlemislerdir. Bu ¢alismalar takiben,
oncelikle yabani tiirler incelenerek basit bir aycgicegi genomik RFLP haritas
hazirlanmig, daha sonra bu harita genisletilmistir. Yine RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) teknikleriyle ay¢icegi cesit ve hatlarin, ve yabani tiirlerinin genetik
farkliliklar1 ortaya ¢ikarilarak, 1slahta istenilen Ozelliklerin molekiiler marker
kullanilarak yapilan seleksiyon yoluyla belirlenmesine yonelik calismalara da olanak

saglanmaktadir.

Ozellikle Avrupa Toplulugu ve iilkemizin halen kars1 oldugu transgenik bitkiler,
yani soya, misir, pamukta oldugu gibi, baska bir organizmadaki genlerin ay¢icegine
aktarilmasiyla elde edilen cesitler ABD’de 1slah edilmesine ragmen, heniiz ticari olarak
satisa sunulmamustir. Ancak ayciceginde 6zellikle yabanci ot ve orobansi kontrol eden
IMI (Imidazolinone) herbisit grubuna dayanikli genler, klasik geriye melezleme yoluyla
ve embriyo kiiltiirii uygulanip jenerasyon siiresi kisaltilarak, yabani tiirlerden elde edilip
ticari gesitlere aktarilmis, bu yil icerisinde iilkemizde ve diinyada piyasaya siiriilmiistiir

(Kaya vd. 2003).
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Yukarida sayilan bir¢ok biyoteknolojik yontem aycicegi 1slaginda giin gectikge
daha yaygin bicimde kullanilarak cesitli basarilar elde edilmektedir. Bunun yaninda bu
tezin konusuna olan yakinligi dolayisiyla daha ¢ok doku kiiltiirii yontemleri iginde

bulunan haploid kiiltiirlerin tanim iizerinde yogunlagsilacaktir.

1.3. Haploid Kiiltiir Teknigi

Genetik kromozom sayisinm (n) tasiyan bitki haploid bitki, haploid bitki elde
etme islemi de haploidizasyon olarak tanimlanmaktadir. Haploid bir bitkinin kromozom
sayisinin (n) bazi kimyasal maddelerle katlanmasi yoluyla, tiiriin normal kromozom
sayisina (2n) yeniden kavusturulmasi ve mutlak homozigot bitkilerin elde edilmesi

islemine ise dihaploidizasyon adi1 verilmektedir (Ellialtioglu vd. 2002).

Haploid bitkiler, diploid bir bitkideki tiim organlara sahiptirler ancak hiicreleri
daha kiiciik oldugundan morfolojik olarak zayif, giicsiiz, bodur ve daha kiiciik yapili
bitkiler olup gelisimleri daha yavastir. Yapraklar1 dar ve kiigiik, govde ve dallarda
bogum aralar1 kisa iken, ciceklenme siiresi daha uzundur. Kiigiik c¢icek acarlar ancak
sterildirler ve tohum baglamazlar. Polenleri kiigiik, anormal sekilli ve icleri bos olup, bu
polenlere sahip anterler ¢atlamaz. Plastid sayilar1 azdir. Ayrica stomalar1 daha kiigiiktiir
ve birim alanda daha fazla stoma tasirlar (Emiroglu 1982, Er 1992, Ellialtioglu vd.
2002).

Bu ozelliklerinden dolayr normalde hicbir tarimsal deger tasimayan haploid
bitkiler; bitki 1slahi, genetik, sitolojik, fizyolojik, biyolojik ve biyokimyasal calismalar
icin son derece onemli ve degerli materyallerdir. Haploidi teknikleri ozellikle 1slah
calismalarinda, yabanci dollenen tiirlerdeki 10-12, kendine dollenen tiirlerdeki 5-7
jenerasyonluk kendileme siiresini tek jenerasyona indirerek mutlak homozigotlugu
saglar. Dioik tiirlerde veya kendileme depresyonu nedeniyle klasik yontemlerle

homozigotluga ulagmanin zor oldugu lahana, cilek, anemon gibi tiirlerde, bu sorun tek
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bir jenerasyonda coziilebilirken, uzun genglik kisirligina sahip ¢ok yillik meyve agaglar
ve orman bitkilerinde homozigotluk elde etmede ¢ok biiyiik avantajdir. F1 hibrit cesit
1slahinda, dihaploid bitkilerden elde edilen saf hatlar ebeveyn olarak kullanilabilir.
Mikrosporlardan olusan embriyolar yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip olduklar
icin direkt DNA transferi ve gen transferi ¢aligmalarinda etkin sekilde
faydalanilabilmektedir. Ayrica, haploid hiicre veya protoplastlar sayesinde farkli
patojenler ve bunlarin fizyolojik irklarina, antibiyotiklere, toksinlere, herbisitlere, tuza,
soguga veya sicaga dayanikli mutantlar in vitro seleksiyon imkamn ile kiigiik bir alanda
cok kisa siirede, ekonomik sekilde secilebilmektedir. Bunlarin disinda; 1slah etkinliginin
arttinnlmasinda, saf siiper erkek bireyler elde edilmesinde, mutasyon 1slahinda, siis
bitkilerinin bodurlastirnlmasinda, genom haritalarinin  ¢ikartilmasinda, polijenik
karakterlerin haritalanmasinda haploid bitkiler 6zellikle 1slah¢i ve genetikgiler icin
sonsuz avantajlar sunmaktadir (Abak 1986, Wenzel ve Foroughi - Wehr 1994, Ferrie ve

Keller 1997, Hatipoglu 1999, Ellialtioglu vd. 2002).

Bu ¢alismalarin etkin sekilde yiiriitiilebilmesi igin yeterli miktarda ve kolayca

elde edilebilmeleri gereken haploidler 3 yolla meydana gelmektedir (Sekil 1.2):

A. Spontan yolla: ‘Tl dogal haploid, Blakeslee vd. (1922, An 2006’dan) tarafindan
Datura stramonium’da kesfedilmistir. Dogada androgenesis, ginogenesis, semigami,
poliembriyoni veya kromozom eliminasyonu yollarindan birisi ile olusan spontan
haploidlerin olusum frekans1 % 0.001-0.01 gibi ¢ok diisiik diizeydedir ve bugiine kadar

ancak 100 kadar tiirde rastlanmustir’.

B. In situ uyartimla: Uzak akrabalar arasi melezlemeler, tozlamanin geciktirilmesi,
abortif veya 1ginlanmig polenlerle tozlama, sicaklik soklari, degisik kimyasallar, hormon

uygulamalari, “X” veya “UV” 1sinlar ile haploid bitki elde edilebilir (Ar1 2006).

C. in vitro uyartimla: Androgenesis (anter veya mikrospor kiiltiirii) veya ginogenesis
(oviil kiiltiirii, ovaryum kiiltiirii veya embriyo kurtarma) yontemleri ile laboratuvar

kosullarinda da haploid bitki elde edilebilmektedir (Ar1 2006).
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In vitro uyartim metodlarindan androgenesiste bitkinin erkek iireme organlari
(anter veya mikrospor), ginogenesiste ise bitkinin disi iireme organlar (oviil veya
ovaryum) yapay ortamlarda kiiltiire alinmaktadir. Her iki yontemde de temel prensip;
normal kosullarda mikrospor veya megaspor hiicresinin gametofitik gelisimini
durdurarak, ¢esitli wuyartilar yardimiyla embriyojenik gelismeye zorlamaktir.
Androgenesis ve ginogenesisten bagka, uzak akraba tiirleri arasindaki melezlemeler ve
0zel uygulamalara tabi tutulmus polenlerin tozlamada kullanilmasi sonucunda embriyo
kurtarma teknigi ile de haploidler elde edilmektedir (Bal 2002). Haploidi tekniklerinin
kullanimi ile 37 familyanin 88 cinsine ait 247 tiirde haploid uyartiminin saglandigi
bildirilmektedir (Pierik 1989). Ancak bu teknikler arasinda en yaygin olarak kullanilan
ve en fazla basarinin saglandigi yontem anter kiiltiirii olup, bu yontemle 25 familyanin

134 tiirtinden olumlu cevap alindig1 kaydedilmistir (Bhojwani ve Razdan 1996).

Totipotent 6zellikteki binlerce mikrospora sahip bir anterden, uygun in vitro
kosullarda ¢ok sayida haploid bitkinin elde edilebildigi bu teknikte; elde edilen
bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasiyla dihaploid hale getirilen bitkiler %100
homozigot karakter kazanmakta ve F1 hibrit cesit 1slahinda ebeveyn olarak

kullanilabilme sansina sahip olmaktadir (Ellialtioglu vd. 2002).

Bu c¢alismanin konusu geregi in vitro uyartim yontemleri asagida daha detayl
ele alinacaktir.
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Sekil 1.2: Haploid bitki iiretim yontemleri. Haploid olusumu kendiliginden ya da bitkinin erkek
ya da disi kistmlarim1 kullanarak cesitli in vitro yontemler araciligiyla uyarilabilir (Forster vd.
2007’den uyarlanmustir).
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1.3.1. Anter Kkiiltiirii

Anterlerin in vitro ¢alismalarda eksplant olarak kullanimi 1953 yillarina kadar
dayanmakla birlikte anter kiiltiirii yolu ile ilk haploid bitki Nicotiana tabacum tiirtinde

Bourgin ve Nitsch (1967) tarafindan elde edilmistir.

Anter kiiltiirli esas olarak, igerisinde olgunlasmamis polenleri (mikrospor)
bulunduran anterlerin, tomurcuklarindan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin
ortamlarina yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid embriyolar
elde edilmesi olayidir. Anter kiiltiirii yapilarak normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya
doniisecek olan polen tanesinin gametik gelisme yoOnii, heniiz tek cekirdekli
donemdeyken somatik gelisme yoniine dogru cevrilmekte ve boylece mikrospor
androgenesisi  veya  sadece  androgenesis  olarak  adlandirilan  olusum
gerceklestirilmektedir (Ellialtioglu vd. 2002). Bununla birlikte haploid bitki olusumu
tek bir cins igerisinde dahi “cok kolay” olarak tamimlanabilecek bir diizey ile “imkansiz”
olarak nitelendirilebilecek bir durum arasinda degismektedir. Ornegin Asma (Agaoglu
vd. 1998) ve Elma (Kosali 2000) tiirlerinde yapilan anter kiiltiirii calismalarinda kallus
gelisimi ve embriyoid benzeri farklilagsmalar elde edilmis fakat haploid bitkiye ulasmak

miimkiin olmamuistir.

Anter kiiltiirlerinin olusturulmasi i¢in olgunlasmamis ve icerisinde birinci polen
mitozu asamasina gelmis tek cekirdekli mikrosporlari bulunduran anterler en uygun
baslangic materyalidir. Bu asamadaki anterleri bulunduran ¢i¢ek tomurcuklan yiizey
sterilizasyonu islemine tabi tutulduktan sonra aseptik sartlarda acilir ve anterler izole
edilir. Ardindan istenen Ozelliklere gore hazirlanmis olan steril besi ortamlarina
aktarilir. Anterlerin izolasyon sirasinda ezilmemesine ve flament kisminin anterden
iyice ayrilmis olmasina dikkat edilmelidir. Ardindan Kkiiltiirler uygun inkiibasyon
kosullarinin bulundugu iklim odalarina alinmalidir. Anterler normal kogullarda iki hafta
icerisinde polen embriyogenesisine baslamaktadir. Bu asamadan sonra gelisme iki farkl
dogrultuda seyredebilmektedir. Ya dogrudan embriyo olusumu gerceklesmekte ve 6-8
hafta icerisinde dogrudan topraga sasirtilabilecek gelisme diizeyinde haploid bitkiler

elde edilmekte ya da haploid kallus dokusu olugmakta ve kallustan haploid bitki
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rejenerasyonuna gidilmektedir. Bunlardan ilkine direkt androgenesis ikincisine ise
indirek androgenesis denmektedir ( Sekil 1.3) (Ellialtioglu vd. 2002). Bu iki siirece ek
olarak anter kiiltiirlerinden diploid kallus, embriyo veya bitki elde etmek de olasidir.
Bunun iki sebebi olabilmektedir. Birincisi direk veya indirek bitki rejenerasyonu
mikrosporlardan degil de anter duvari veya tapetum hiicreleri gibi haploid olmayan
somatik kokenli hiicrelerden meydana gelmektedir (Zhong vd. 1995). Anter kiiltiiriinde
karsilasilacak diploid kallus embriyo veya bitkilerin ikinci sebebi ise kendiliginden
(spontan) diploidizasyon olmaktadir. Bu kavram haploid mikrosporlarin somatik
gelisime bagladiktan sonra herhangi bir evrede kendiliginden diploid hale gectigi
olgusunu karsilamaktadir. Todorova vd. (1997)'nin yaptigi calisma bu gercegi

desteklemektedir.

o

ROy

Haploid bitkicik

Embriyoid ks
N T
Donir bitki /< Kallus
»
Besi yerindeki e T, ::;::;" (b)

anterler

Haploid

i bitkicik
Sekil 1.3: Anter kiiltiiriiniin yapilisi. (a) direkt in vitro androgenesis, (b) dolayli in vitro
androgenesis.

Anter kiiltiiriiniin en kritik agamalarindan biri mikrosporlarin sporofitik yénde
gelisim icin uyarilmasidir. Mikrosporlar degisik gelisme modellerine sahip
olabilmektedir. Dogal kosullarda normal bir mitoz ile bir jeneratif bir de vejetatif
cekirdek olusturmasi gereken mikrospor, in vitro kosullarda mitoz sonucu benzer

goriinimlii iki cekirdege sahip olabilmekte veya bazi polenlerde vejetatif cekirdek
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boliinerek benzer goriintimlii iki cekirdek olusturabilmekte ve boliinmenin devam
etmesi sonucu ¢ok c¢ekirdekli polen sekli ortaya cikabilmektedir (Ellialtioglu vd. 2002).
Hiicre duvan olugmaksizin cekirdek boliinmeleri olmasi halinde bir polen tanesinin
icerisinde 30 kadar cekirdek meydana gelebilmekte, ancak gelismesine devam
edemeyen bu tip polenlerin androgenesis olayinda hi¢bir onemi bulunmamaktadir (Bajaj
1983). Cok c¢ekirdekli mikrosporlarin tersine bazi mikrosporlar birka¢ c¢ekirdek
boliinmesinin ardindan ayrilmaya baslamakta ve tam bir hiicre boliinmesi gecirmekte,
boylece 40-50 hiicreli birer proembriyoya doniismektedir. Globiiler asamaya gelen
embriyo polenin ekzin tabakasindan disariya cikarak sekillenmeye baslamakta ve
zigotik embriyoya benzer bir bicimde degisik gelisme asamalarin1 tamamlamaktadir.
Kotiledon yaprak taslaklar1 belirmeye baslayan embriyo 5-6 hafta igerisinde anterin

icerisinden ¢ikarak gozle gorilnme asamasina ulasabilmektedir (Ellialtioglu vd. 2002).

Elde edilen embriyolar uygun besin ortamlarina alinarak ¢imlendirilmekte ve
tam bir bitki elde edilmektedir. Bunu takiben elde edilen bitki yeterli olgunluga
ulagtiginda dis ortama sasirtilarak ve ihtiya¢ halinde dihaploid hale getirilerek siire¢

tamamlanmuis olur.

Biyoteknolojik 1slah teknikleri icerisinde bulunan anter Kkiiltiiriiniin klasik
tekniklere gore sagladigi yararlar ise Demir ve Turgut (1999)’a gore su sekilde

siralanabilir:

1- Melez popiilasyonlardan kendileme ile saf hatlarin elde edilmesindeki uzun yol

ortadan kalkmaktadir.

2- Haploidizasyon ile bir genomda bulunan letal ve yar1 letal genler genomdan
uzaklastirllmig olur. Ciinkii bu genler haploidlerde gizlenemeyeceginden bu alleli

tasiyan bitkiler yasayamaz ve bu genler popiilasyondan atilmis olur.

3- Eger resesif bir 6zellik i¢in se¢me yapiliyorsa dihaploidler diploidlerin acilan
jenerasyonlaria gore resesiflerin daha iyi degerlendirilmesini saglar. Ornegin bir lokus

bakimindan heterozigot olan Aa bitkileri anter kiiltirii ile ¢ogaltilir ve sonra
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dihaploidlestirilir ise teorik olarak elde edilen bitkilerin yarisi aa genotipinde olur. Oysa

bu oran diploid bitkilerin kendilestirilmesi sonucu F, kusaginda ancak % 25 olur.

Androgenesisi tesvik eden mekanizma hakkinda fazla bilgi bulunmamakla
birlikte anter kiiltiiriinden elde edilen haploid bitki sayis1 iizerinde etkisi bulunan
faktorlerle ilgili cok sayida calisma vardir. Anter kiiltiiriinden elde edilecek basariy1
etkileyen faktorlerin bir boliimii dondr bitkiden kaynaklanmakta iken (genotip, donor
bitkinin yetisme kosullar1) bir bolimi de anter Kkiiltiirii tekniginin uygulanmasi
sirasindaki kosullarla (anterlerin gelisme donemi, anterlere yapilan 6n uygulamalar,
besin ortaminin bilesimi ve yapisi, inkiibasyon ortami) ilgilidir. Bu etkenleri kisaca

asagidaki gibi inceleyebiliriz.

A-Genotip: Genotip anter Kkiiltiiriiniin basarisin1 belirleyen en temel etkenlerdendir.
Ayni cins igerisindeki farkli tiirler aymi kiiltiir kosullarn altinda anter yanitlar
bakimindan farkliliklar gostermektedirler. Nitsch (1969) 12 tiitiin tiiriinden 5 tanesinin
polen embriyogenesisi olustugunu bildirmistir. Buna ek olarak tiir icerisindeki farkl
genotipik hatlarin da farkli cevaplar verdigi bilinmektedir. Ellialtioglu vd. (2002)’nin
Gresshof ve Doy (1972b)’dan bildirdigine gore ‘Vitis vinifera tiiriine ait 27 bitki
klonunda anter kiiltiirii yapmislar ve bunlardan sadece 3 tanesinden sonug
alabilmislerdir’. Haploid bitki vermesi istenen genotipten yiiksek diizeyde androgenik
yanit alabilmek i¢in basvurulacak iki yol vardir. Bunlardan birincisi her genotip igin
kiiltiir kosullarin1 optimize etmektir. ikincisi ise anter kiiltiiriinde embriyo elde etme
basarisi yiiksek genotipler ile diisiik olanlar1 melezleyerek, melez dollerden az veya ¢ok
embriyo elde etmeyi saglamaktir (Ellialtioglu vd. 2002). Yapilan genetik ¢aligmalar da
polen embriyogenesisine yatkinlik 6zelliginin genetik olarak kontrol edildigini kanitlasa

da mekanizmanin genetik isleyisi tam olarak ¢6ziilebilmis degildir.

B-Donor bitkinin yetisme kosullart ve fizyolojik durumu: Dondr bitkinin genotipi
uygun dahi olsa anter kiiltiirlinde basarili olabilmek i¢in bu bitkilerin uygun kosullarda
yetismis olmasi gerekmektedir. Uygun kosullardan kasit bitkinin yetistigi donemdeki
sicaklik, 151k yogunlugu ve giinliikk 1s1iklanma siiresi, havada ki CO, konsantrosyonu,
bitkinin beslenme kosullar1 gibi cevresel faktorlerin optimum diizeylerde olmasidir

(Ellialtioglu vd. 2002). Aym tiir hatta cesitler ile yapilan ¢alismalarda degisik sonuglar
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alimmas1 yetisme kosullarinin etkisini gozler oniine sermektedir. Dumas de Vaulx ve
Chambonnet (1982) “Dourga” adli bir patlican c¢esidinin anter kiiltiiriinde yiiksek
oranda haploid embriyo olusturdugunu bildirdigi halde Tuberosa vd. (1987) ile Rotino
vd. (1987) yaptiklarn anter kiiltiirii calismasinda aymi ¢esidin embriyo olusturma
yetenegi agisindan diisiik bir bagariya sahip oldugunu ileri siirmiislerdir. Karakulluk¢u

(1991)’nun ¢alismasinda ise ayni ¢esit hic embriyo olusturmamaistir.

Hatipoglu (1999), donor bitkilerin anterlerin alindigi doneme kadar ¢ok iyi
beslenmesi ve optimum 151k kosullarinda muhafaza edilmesi gerektigini ve suni 15181n
giines 151gZ1m1in yerini alamayacagi belirtmistir. Ayrica polen gelisimi sirasinda donor
bitkilerin herhangi bir strese maruz kalmamalar1 ve anterlerin alinmasindan 3-4 hafta
oncesinden itibaren pestisid uygulamasindan kacinilmast gerektigi kaydedilmistir.
Ellialtioglu vd. (2002)’ye gore genel olarak normal yetisme sezonunda ve agikta
yetistirilen bitkilerin, yetisme donemi diginda, serada veya iklim odasinda yetisen
bitkilere oranla anter kiiltiiriinde basar1 sanslarinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.
Buna karsin Wenzel ve Foroughi-Wehr (1994) bugdayda, Shtereva vd. (1998)
domateste, Biiyiikalaca vd. (2004) ise biberde yaptiklari anter kiiltiirii calismalarinda;
serada yetistirilen bitkilerin, agikta yetistirilen bitkilere gore daha yiiksek androgenik

performans gosterdigini kaydetmislerdir.

Anter icerisinde bulunan polenlerin yapisal ve boyutsal agilardan farklilik
gosterdigi bilinmektedir. Polen dimorfizmi olarak adlandirilan bu durum da polenlerin
bir kismi gametofitik yonde diger bir kismi ise sporofitik yonde gelismektedir. Dolayisi
ile dimorfik yapidaki bu polenlerin sporofitik yonde gelisme egilimi olanlarin sayisal
degeri ile olusacak embriyo sayis1 arasinda bir korelasyon bulunmaktadir (Ellialtioglu

vd. 2002).

Yapilan arastirmalar, erken ciceklenen geng¢ cicek tomurcuklarinin en fazla
androjenik kapasiteye sahip polen taneciklerini igerdigini ve tomurcuklarin ¢igeklenme

periyodunun basinda toplanmasi gerektigini gostermistir (Smykal 2000).

Son olarak bitkideki fizyolojik ve biyokimyasal olaylardan da bahsetmek

gerekmektedir. Yetistirildigi cevre kosullarinin etkisi altinda, aminoasitler ve bilyiime
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diizenleyiciler gibi i¢sel maddeler bakimindan farkli kompozisyonlara sahip anterlerin
kiiltiire alindiklarinda androgenik olarak farklilik gostermeleri dogaldir (Ellialtioglu vd.

2002).

C- Anterlerin gelisme donemi: Androgenesisi etkileyen faktorlerin en 6nemlilerinden
birisi mikrosporlarin gelisim safhasidir. Ciinkii uygun gelisim safhasindaki mikrosporlar
kiiltire alinmadik¢a, diger kiiltiir sartlar1 optimum olsa dahi polen embriyogenesisi

gerceklesmeyecektir.

Bir¢ok tiirde bu uygun safha her ne kadar ‘tek ¢ekirdekli mikrospor sathasi’
olarak genellestirilmisse de farkl tiirlerde yapilan detayli calismalar bu kritik noktanin
mayoz sonrasi tetratlarin olusumundan baglayan ve I. mitoz boliinme sonrasindaki
nisasta depolanmasindan hemen 6nceki doneme kadar siiren bir zaman dilimi i¢inde

oldugunu gostermistir (Sunderland ve Dunwell 1977).

Anter sathasim belirlemek i¢in genellikle tomurcuk sekli ve biiyiikliigii ile
anterin gelisme safhasi arasinda bir iliski kurulmaktadir. Zamir vd. (1980)’lerine gore,
mikrospor safhalan ile tomurcuk uzunlugu arasindaki iliski, baz1 bitkilerde bir anter
icindeki mikrosporlarin ayn1 gelisim sathasinda olmamasi nedeniyle her zaman dogru
olmayabilir. ‘Asenkronize’ mikrospor gelisimi olarak adlandirilabilecek bu yapiy1
gosteren tiirlerde daha ileri dénemde bulunan mikrosporlar ortama toksik madde
salgilayarak genc mikrosporlarin androjenik gelisimlerini baski altina alabilir (Kott vd.
1988, Kim vd. 2004). Nitekim Kott vd. (1988)’nin Brassica napus’da degisik mikrospor
safhalarim aym ortamda 24, 48 ve 72 saatten fazla siireyle birlikte kiiltiire aldiklar
calismada, embriyojenik ve embriyojenik olmayan mikrosporlarin birlikte kiiltiire
alimmasinin, ortamda toksik etki olusturdugu ve embriyo olusumuna olumsuz etkide
bulundugu agiklanmistir. Ayrica, bu durumda mikrospor izolasyonundan 24 saat sonra
ortamin yenilenmesi Onerilmistir. Ancak yine Brassica napus’da yapilan bir calismada,
Percoll kullaniminin mikrospor senkronizasyonunu saglamada ¢ok basarili oldugu

belirtilmistir (Fan vd. 1988).

Yapilacak sitolojik bir on calisma ile anter igerisindeki mikrosporlarin hangi

evrelerde bulundugu ve bu mikrosporlarin hangi tomurcuk biiyiikligiinde elde
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edilebilecegi tespit edilmelidir. Ozellikle ilk defa calisilacak tiirlerde bunu yapmak
elzem olabilir. Bunun yaninda ¢icek tomurcuk biiyiikliigiiniin, genotipe, tomurcugun
bitki tizerinde bulundugu yere ve bitkinin yasina bagh oldugunu da unutmamak gerekir

(Ellialtioglu vd. 2002).

D- Anterlere kiiltiir oncesi uygulanan on islemler: Polen embriyogenesisinin
baslatilabilmesi i¢in farkl tiirlerde bircok temel mekanizma ortaya konmustur. Yapilan
calismalara gore bunlar arasindan stres uygulamalari, embriyogenesisi baglatmada
tetikleyici bir faktor olarak goziikmektedir (Touraev vd. 1997). Baz tiirlerde anterlerin
tomurcuklarindan ayrilmasi ve kiiltiir ortamina yerlestirilmesi bile bu olay1 baglatmak
icin yeterlidir. Baz tiirlerde ise anter veya polen taneciklerinin kiiltiire alinmadan 6nce
farkli siirelerde 1s1 soklari, santrifiijleme, y-1s1nlamasi, diisiik atmosfer basinci, yiiksek
ozmotik basing, achk uygulamalar1i gibi fiziksel veya antimikrotubiil ajanlari,
hormonlar, herbisitler, ethanol uygulamas1 gibi kimyasal stres faktorlerine maruz
birakilmasinin, in vitro androgenesis icgin tesvik edici hatta bazen zorunlu oldugu
ispatlanmistir. Bunlar arasinda en yaygin uygulamalar sicaklik soklar1 olup farkl
siirelerde diisiik veya yiiksek sicakliklarin uygulandigi pek cok calisma mevcuttur. Bazi
bitkilerde diisiik (3-7 °C), baz1 bitkilerde yiiksek sicakliklar (28-32 °C) etkili olurken
bazi bitkilerde ise hem sicak hem de soguk uygulamasi sporofitik boliinmeyi baslatabilir

(Ar1 2006).

Heberle-Bors (1985)’un  bildirdigine gore, soguk muamelesinin anter
yaslanmasini1 geciktirdigi (Pelletier ve Henry, 1974) ve anterlerdeki total serbest amino
asitleri arttirdigr (Sangwan ve Camefort, 1978) ortaya konmustur. Bu tiir degisiklikler
muhtemelen anter duvan i¢inde polenler i¢in bir tiir mikroklima ortami saglamaktadir.
Nitekim Bajaj (1983)’da soguk uygulamasinin dolayli etkiye sahip oldugunu ve
androgenesisdeki artisin; yaslanmayr geciktirmesinden, diisiik sicakliin polen
canliligin1 daha uzun siire korumasindan ve polenin aborsiyonunu engelleyerek embriyo
olusturabilecek olan canli polen sayisim arttirmasindan kaynaklandigini belirtmistir.
Ellialtioglu vd. (2002)’ye gore ise soguk uygulama sirasinda zayif ve yasama giicii
olmayan anter ve mikrosporlar hemen kahverengilesip 6lmekte, dolayisi ile giiclii anter
ve mikrosporlar secilerek in vitro ortamda yiiksek oranda rejenerasyon

saglanabilmektedir.
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Mikrospor tanelerinde nisasta birikimi, anter kiiltiirii icin kritik bir Onem
tasimaktadir. Birinci polen mitozunu gegirdikten sonra mikrosporlarda nisasta birikimi
artmakta ve artik bu asamaya gelmis mikrosporlar sporofitik béliinmeye yonlendirme
sanst kalmamaktadir. Diisiik sicakliklarda birinci polen mitozu agamasinda tutuklanan
mikrospor sayisinda artig olmakta ve nisasta tiretimi bloke edilmektedir. Bilindigi gibi
nisasta icerigi disilk tek c¢ekirdekli mikrosporlar kiiltir kosullarinda embriyo
olusturmak tizere sporofitik gelismeye daha kolay yonlendirilebilmektedirler (Foroughi-

Wehr ve Wenzel 1993).

Soguk 6n muamelenin bir bagka yonii de biiyiimeyi engelleyici baz1 bitkisel
hormanlarin etkisinin ortadan kaldirilmast ile ilintili olabileceginin diisiiniilmesidir. Bu
duruma bir Ornek ise soguk uygulamalar1 ile anterde bulunan absisik asit (ABA)
miktarinin azaltildiginin bildirilmesidir (Johansson ve Eriksson 1977). Yine biber ve
patlicanda yapilan bir bagska calismada soguk On uygulamanin anterlerdeki ABA
miktarin1 azaltic1 etki yaptigi ortaya konmustur. Bununla beraber anterdeki ABA
miktarinin azaltilmasinin olugan embriyo sayisim arttirma yoniinde olumlu bir etki

yaptig1 sdylenememektedir (Ellialtioglu ve Tipirdamaz 1997, Ozkum vd. 2000).

Sunderland ve Roberts (1979)’in tiitiinde yaptiklart calismada, anterlere
uygulanan 10-20 giinliik 5-7 °C soguk uygulamalari ile vejetatif ¢ekirdek boliinmesi 24
saat icinde gerceklesirken, soguk uygulanmayan anterlerde 6. giinde baglamistir. Rashid
ve Reinert (1980), 8 giin boyunca 10 °C soguk muamelesi uyguladiklari tiitiin
tomurcuklart icerisindeki embriyojenik polen taneciklerini belirlemek i¢in yogunluk
gradiyenti santrifiijleme (density gradient centrifugation) yontemini kullanmislardir.
‘Abinitio polen kiiltiirii’ ad1 verilen bu yontemin ilk kez kullanimi ile % 2 oraninda bir

embriyogenesis basarisi elde edilmistir.

Cicek tomurcuklarina uygulanan soguk soklari anter duvar iizerinde de etkili
olabilmektedirler. Kiiltiirlerin inkiibasyonu sonucu kahverengiye doniisen ve yaslanarak
toksik maddeler salgilayabilen anter duvari, kiiltiir oncesi uygulanan soguk soklar
sayesinde daha gec yaslanmakta ve olumsuz etkileri 6nemli diizeyde
engellenebilmektedir. Biber ve patlicanda soguk uygulanan tomurcuklardan izole edilen

anterlerin kiiltiire alimmasi sonucu, anterlerin inokiilasyon siiresi boyunca soguk
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uygulanmayan kontrol grubu anterlere oranla daha agik renkte kaldiklari, kontrol
anterleri koyu kahve-siyah renk alirken 6zellikle patlicanda soguk uygulanan anterlerin
sarims1 kahverengi goriiniimlerini uzun siire koruduklan bildirilmektedir (Ellialtioglu

vd. 2002).

Yiiksek sicaklik soku uygulamalar konusunda Bhojwani ve Razdan (1996)’1n
bildirdigine gore Pechan vd. (1991) ile Fabijanski vd. (1991), Brassica oleracea ve B.
napus mikrosporlarinda sicaklik uygulamasi sirasinda ortaya c¢ikan ve androgenesisin
baslatilmasi ile ilgili olduklarini1 diistindiikleri baz1 yiiksek molekiiler agirlikli proteinler
tespit etmiglerdir. Hamaoka vd. (1991) ise 35 °C de 24 saat bekletilen B. campestris
anterlerindeki polen embriyogenesisi etkinliginin, uygulama yapilmayan kontrol

ortamindan 20 kat fazla oldugunu ortaya koymustur.

Bazi bitkilerde diisiik doz 1sinlama uygulamalarinin androgenesisi tesvik ettigi
bilinmektedir. Bu konuda Shtereva vd. (1998) nin domateste, sicakligin tek basina veya
disiik doz (2-8 Gy) gama 151m ile birlikte uygulamasimin etkilerini gérmek igin
yaptiklar1 ¢alismada, 4 Gy gama 1sim1 ile birlikte 10 °C’de 9 giin sicaklik uygulamasi
kombinasyonunun anterlerde en yiiksek kallus olusumunu (% 72.7) sagladig

bildirilmistir.

Mikrotubiillerin mitoz sirasinda oynadiklar roliin 6neminin anlasilmasi tizerine
androgenesis calismalarinda 1990’11 yillardan itibaren antimitotik etkili kimyasallar
kullanilmaya baslanmistir. Eady vd. (1995)’ye gore, bir mikrotubiil inhibitorii olan
kolsisinle muamele edilmis mikrosporlardaki jeneratif hiicre farklilasmasi bloke
edilebilir. Diisiikk konsantrasyonda (% 0.001) kolsisinle muamele edilen polen
taneciklerinde, tiirlere gore farkli oranlarda birbirinin aym biiyiikliikte, merkezde 2
kardes hiicrenin olustugu ve bunlarin fark edilir bir hiicre duvar ile ikiye ayrildiklart
simetrik bolinme tesvik edilmistir. Ancak, yiiksek konsantrasyondaki (% 0.05) kolsisin
uygulamasi ise 1. polen mitozunun karakteristigi olan karyokinesis ve sitokinesisi etkili
sekilde bloke ederek, jeneratif hiicre olusumu ve hareketini engellemistir. Bunun sonucu

olarak, merkezde boliinmemis tek bir biiyiik ¢cekirdek ortaya ¢ikmistir.



23

Aclik stresi konusunda yapilan bagka bir calismada Kyo ve Harada (1985), tiitiin
polen taneciklerini ilk 24-48 saat glutamine agligina maruz birakarak daha sonra
glutamine iceren ortama transfer ettiklerinde androgenik gelisimin bagladigini
gormiislerdir. Polen taneciklerinin glutamin iceren bazal ortamda, direkt olarak kiiltiire

alimmas1 durumunda ise gametofitik gelisim desteklenmistir.

E- Besin ortaminin bilesimi ve yapisal ozellikleri: Normal bir mikrospor polen olma
yolunda sadece 2 mitotik boliinme geg¢irirken, androgenik mikrosporlarda tekrarlanan
boliinmeler s6z konusudur. Bu nedenle, ilave boliinmeleri tesvik etmek icin besin
ortamina eklenen cok sayidaki bilesen ve bunlarin miktar1 biiyiik dnem tasimaktadir.
Besin ortamindaki karbonhidrat ve nitrojen kaynaklari ve bunlarin konsantrasyonlari,
biilylime diizenleyiciler, katilagtiric1 maddenin tipi yaninda ortamin tipi (kati, siv1 veya 2

fazl) ve pH’s1, tizerinde 6nemle durulmasi gereken konulardir.

Besin ortamiyla ilgili en onemli faktorlerden biri ortamin ozmotik basincidir.
‘In vitro androgenesis icin besin ortamina eklenecek sekerin zorunlu oldugu, ilk kez
Nitsch (1969)’in tiitiinde, daha sonra da Sunderland (1974)’1n Datura innoxia’da
yaptiklar1 caligmalarla ortaya konmustur. Bu nedenle biitiin ortamlarda sekere yer
verilirken, bunun oran1 ¢ogunlukla bazi grup bitkilerde % 2-4, bazilarinda ise % 8-
12’dir. Tiirlerin bu ayriminin, bunlarin olgun polenlerinin Solanaceae ve Liliaceae’deki
gibi iki hiicreli veya Gramineae ve Cruciferae’deki gibi ii¢ hiicreli olmasina bagl
oldugu diisiiniilmektedir. ilk grup diisiik ozmotik basinca, ikinci grup ise yiiksek

ozmotik basinca gerek duymaktadir (Alpsoy 1999’a gére Dunwell 1991°den)’.

Arn (2006)’ya gore ‘androgenesis c¢aligmalarindaki besin ortamlarinda,
sakkarozdan baska galaktoz (Kyo ve Harada 1985), mannitol (Cistue vd. 1994), maltoz
(Dolcet- Sanjuan vd. 1997, Kiviharju ve Pehu 1998, Guo vd. 1999, Holme vd. 1999),
laktoz (Rihova ve Tupy 1999), glikoz (Saji ve Sujatha 1998, Guo ve Pulli 2000),
pikloram (Bishnoi vd. 2000) gibi maddeler de kullanilmaktadir’.

Nicotiana tabacum ve Datura innoxia’da yapilan ¢aligmalarla, globular embriyo
safhasina kadar sadece seker ve agardan olusan bir ortamin bile yeterli olabilecegi,

ancak embriyolarin daha ileri gelisimi icin besin ortaminda mutlaka mineral tuzlarin
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bulunmasi gerektigi ispatlanmistir. Bu tuzlar i¢inden demirin embriyo gelisimi icin
hayati 6neme sahip oldugu Bhojwani ve Razdan (1996)’a gore Nitsch (1972) tarafindan
tiitiin anter kiiltiiriinde ortaya konmustur. Bu ¢alismada hi¢ demir icermeyen veya sinir
degerin altinda demir iceren ortamlarda, embriyo gelisiminin globular safthada durdugu
tespit edilmistir. Ayrica, Fe-EDTA (Nitsch 1969) ve Fe-EDDHA (Rashid ve Street
1973)’nin ferrik sitrattan daha etkili oldugu kaydedilmistir.

Ozias-Akins ve Vasil (1985)’e gore, besin ortamlarindaki mineral maddeler
arasinda, hiicre biiylimesi ve morfogenesisi iizerinde en onemli etkiye sahip element
muhtemelen azottur. Besin ortamindaki 6zellikle amonyum formundaki diisiik inorganik
nitrojenin androgenesisi ve bazi tahillarda ise yesil bitki olusumunu tesvik ettigi
bilinmektedir (Chu vd. 1975). Son yillarda rastlanan androgenesis calismalarina gore
kiiltiir ortamlarinin NO;™ / NH," oranlar1 embriyogenesis iizerinde ¢ok onemli role
sahiptir. Ancak bu noktada oncelikle; bitkiler agisindan hayati oneme sahip olan azotun,
bitkiler tarafindan NH4* (amonyum) formunda kullanmilmasina ragmen, doku kiiltiirii
caligmalarinda nicin  NOj3 (nitrat) kullammmindan vazgecilemiyor sorusunun
cevaplandirilmasi gerekir ki bunun iki nedeni bulunmaktadir: Birincisi; ortamdaki fazla
NH, * iyon konsantrasyonu eksplanta toksik etki yapmaktadir. Ikincisi ise NO3 ~iyonu
ortamin pH’sin1 kontrol etmektedir. Dolayisiyla besin ortamlarinda dengeli bir NOs™ ve
NH," kullanimi gereklidir (George 1996). Bu nedenle bircok androgenesis
calismasinda, temel besin ortamlarindaki azot bilesiklerinde farkli modifikasyonlar
yapilarak farkli bitki tiirlerinde embriyo tesviki ve rejenerasyonu i¢in son derece basarilt
ortamlar gelistirilmigtir. Daha sonra bu ortamlarda da modifikasyonlara gidilerek
androgenesiste basarilar saglanmistir. Ornegin Chu ve Hill (1988), Triticum aestivum’da
yaptiklar1 anter kiiltiirii calismasinda gelistirdikleri MN6 (modifiye edilmis N6 ortami)
ortaminda, kontrol ortami olan N6 ortamina gére % 23-76 oraninda embriyogenesis
artig1 saglamiglardir. Hatta 100 anter basina diisen embriyo oram1 % 62’den % 105’e

cikartilmistir.

Ortam modifikasyonlarindan baska, temel besin ortamlarindaki belirli azot
bilesiklerinin sadece belirli bir orana yiikseltildigi veya diisiiriildiigii bircok ¢alisma da
mevcuttur. Bu konuyla ilgili olarak, Bante vd. (1990)’'nin Lolium perenne ve L.

multiflorum’da yaptiklan calismada, LS ortamindaki NH4/NO;3; konsantrasyonunun
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1/10’a diisiiriilmesi sonucu, kiiltiirdeki tiim eksplantlardan androjenik cevap aldiklar

bildirilmistir.

Anter kiiltiirii calismalarinin bityiik cogunlugunda kiiltiir ortamlarina ilave edilen
hormonlarin, anterlerden embriyo olusumunu tesvik ettigi bilinmektedir. Hormonlarin
bu etkisi; anterlerin icerisinde bulunan mikrosporlarin gametofitik safthadan sporofitik
safhaya yonlendirilmeleri seklinde gelismektedir. Anter kiiltiiriiniin ilk c¢alisilmaya
baslandig1 yillarda embriyo uyartimi icin ortamlara sadece oksin ilave edilirken,
zamanla ‘inat¢1’ tiirlerde yapilan calismalarin olumsuz sonuglari, arastirmacilar
oksinlerle beraber sitokinin kullanimina yoneltmistir. Ciinkii hiicresel farklilagsma bir¢cok
yonden bu iki grup biiyiime diizenleyiciler arasindaki interaksiyonla kontrol
edilmektedir. Nitekim George (1996)'nin da bildirdigine gore embriyogenesis

baslangici i¢in oksinlere ilave olarak sitokinin kullanimi da gerekmektedir.

Kiiltiir ortamlarinda bazen yer verilen diger bir madde aktif komiirdiir. Alpsoy
(1999)’a gore Dunwell (1991), bu maddenin kiiltiir ortamini bir¢ok yolla degistirdigini,
ozellikle de hormonlari, vitaminleri, demiri ve kiiltiirdeki yaslanan dokular tarafindan
salinan fenolik bilesikleri absorbe ettigini bildirmistir. Etki sekli tam olarak bilinmeyen
bu bilesigin anter bagina elde edilen bitki sayisini arttirdigini ve anterlerden bitkiciklerin
rejenerasyonunu hizlandirdigini bildiren arastiricilar oldugu gibi (Bajaj 1983), aktif
komiirlii ortamdaki anterlerin kararip canliligim yitirdigini (Karakullukgu 1991) belirten
aragtiricilar da vardir. Mensuali-Sodi vd. (1993) ise Anemone coronaria’ nin gelisimi ve
Lavantin’in aksillar kardeslenmesi iizerinde aktif karbonun (AK) etilen diizeyini
etkileme durumuyla ilgili yaptiklart calismada, kiiltiir ortamindaki AK’un aksillar
tomurcuk kardeslenmesini arttirirken, kok olusumunu negatif yonde etkiledigini
saptamiglardir. Bu caligmada ayrica AK’un pozitif etkisinin etilen adsorbsiyonu ile ilgili
olmay1p, muhtemelen kiiltiir ortamindaki tanimlanmamis inhibitér maddelerin ortamdan
uzaklagtirilmasi ile ilgili oldugu belirtilmistir. Ellialtioglu ve Tipirdamaz (2000), Kemer
patlican ¢esidinde tomurcuklara uygulanan soguk soku ve besin ortamina katilan aktif
komiiriin, anterlerdeki icsel absisik asit (ABA) miktar1 tizerine etkilerini inceledikleri
calismada; uygulanan soguk soklarn (+ 4 °C de 80 saat ve + 9 °C de 9 giin) ve aktif
komiirtin (% 0.1, 1 ve 2), patlican anterlerindeki ABA miktarin1 azaltirken,

embriyogenesise olumlu etki yapmadigin1 ve embriyolarin sadece kontrol ortamlarindan
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elde edildigini rapor etmislerdir. Kosali (2000) ise elmada androgenesis iizerine aktif
komiiriin etkilerini belirlemek iizere yaptig1 calismasinda, aktif komiiriin % 0.1, % 0.15,
% 0.3’luik konsantrasyonlarini denemistir. Calismanin sonucunda elde edilen 2
embriyoidten birinin aktif komiirsiiz ortamda, digerinin de % 0.1 dozunda elde edildigi,
bununla birlikte % 0.3 gibi nispeten daha yiiksek dozda ise embriyoid olusmadig1 ve

kallus olusturan anter oraninin diisiik bulundugu ac¢iklanmistir.

Son yillarda anter kiiltiirii ¢alismalarinda olumlu etkisi nedeniyle kullanimi
yayginlagan bir diger katki maddesi bir etilen inhibitorii olarak bilinen giimiis nitrattir.
Bilindigi gibi bitki doku kiiltiirleri eksplantin kesilip ¢ikartilmasi sirasindaki stres
kosullart ve ortamda oksin bulunmasi nedeniyle etilen iiretirler ve iiretilen bu etilen
somatik embriyogenesis, siirgiin olusumu ve kallus gelisimi gibi farkli olusumlari
engellemektedir (Comlek¢ioglu 2001). Besin ortamlarina eklendiginde tipki baska bir
etilen sentezi inhibitorii olan AVG (aminoetoksi-vinilglisin) gibi hareket eden giimiis
nitratin bu etki mekanizmasi, etilen biyosentezinde rol oynayan ACC (1-
aminosiklopropan-1-karboksilik asit) sentezini bloke etmesine dayanmaktadir (Heidstra
vd. 1997). Dias ve Martins (1999)’in Brassica oleracea’da yaptiklar1 ¢calismada, giimiis
nitrat embriyo olusumunu arttirmis, diger bazi Brassica tiirlerinde ise giimiis nitratin
kullanilmadigi ortamlarda haploid embriyo olusumu gerceklesmemistir. Malik vd.
(2001), Brassica juncea’nin 2 hibrit cesidine, bunlarin sitoplazmik erkek kisir hatlar
(CMS) ve ebeveynlerine ait anterleri kiiltiire aldiklarn calismada, 30, 60 ve 70 uM
giimiis nitrat dozlarma 30 mg/l glutatyon eklemislerdir. Calismada o6zellikle CMS
hatlar icin giimiis nitrat kullaniminin zorunlu oldugu bulunmustur. Nitekim giimiis
nitratsiz ortamlarda, hi¢ embriyo olusmazken, en fazla basarinin elde edildigi 60 uM
glimiis nitrat dozunda % 22.8’e kadar androgenesis elde edilmistir. Giimiis nitratin bir
etkisi de kullanildigr tiim ortamlarda kallus olusumuna izin vermemis olmasidir.
Ortamlara ilave edilen glutatyon ise, anter basina embriyo sayisin arttirmakla kalmamis
ayn1 zamanda CMS hatlarinda da hiicre boliinmesini arttirmistir. Kabakta yapilan bir
anter kiiltiirii ¢aligmasinda Achar (2002), 4 ayn1 genotip i¢in 0, 0.02, 0.01, 1, 1.1, 1.5 ve
2 mg/l glimiis nitratin embriyogenesis {iizerine etkisini incelemistir. Caligmada en
yiiksek basar1 2 mg/I’lik dozdan elde edilmekle birlikte diger tiim dozlardan da embriyo
elde edilmistir. Embriyo verimi yoniinden, en yiiksek doz en diisiik dozdan 3-4 kat daha

fazla artis saglamistir. Ancak kontrol ortaminda da embriyo elde edilmesi, giimiis
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nitratin kabak embriyogenesisi i¢in zorunlu olmadigin1 fakat embriyo verimi iizerine
yiikksek oranda etkili oldugunu gostermistir. Comlek¢ioglu vd. (2001) Sanlwurfa ve
Kahramanmarag yerel biber popiilasyonunda yaptiklar1 anter kiiltiiriinde, giimiis nitratin
embriyo olusumuna etkisini arastirmislardir. MS temel besin ortamina 30 mg/l
sakkaroz, 4 mg/l NAA (Naftalen Asetik Asit), 0.1 mg/l BAP (Benzilaminopiirin), %
0.25 aktif komiir ve 10 mg/] giimiis nitratin eklendigi denemede, Sanliurfa ¢esidinden %
51.6, Kahramanmaras cesidinden ise % 35.7 oraninda embriyo olusumu saglanirken,
glimiis nitratsiz ortamdan embriyo elde edilememistir. Yine biberdeki bagka bir
calismada Biiyiikalaca vd. (2004), giimiis nitratin farkli konsantrasyonlarinin (5, 10, 15
ve 20 mg/l) embriyo verimi iizerine etkilerini incelemislerdir. Test edilen tiim giimiis
nitrat dozlarindan farkli oranlarda embriyo olusumu saglanmakla birlikte en yiiksek
embriyo verimi (45.7 embriyo / 100 anter) 15 mg/l giimiis nitrat dozundan elde

edilmistir.

Androgenesis c¢alismalarinda 6zellikle hiicre boliinmesinde olumlu etkisi tespit
edilen bir diger grup madde organik asitlerdir. Bu konuyla ilgili olarak, Svensson ve
Johansson (1994)’un Fragaria x ananassa’da yaptiklan anter kiiltiirii calismasinda,
glutaminin (500 mg/l) hem mikrospor bélilnmesinde, hem de kallus olusumunda ¢ok
etkili oldugu, buna karsilik soguk uygulamasinin (5 °C’de 4 giin) kallus olusumunda
olumsuz etkide bulundugu bildirilmistir. Bazi genotiplerin icsel olarak bazi
aminoasitleri icerdikleri ve bu aminoasitler yardimiyla embriyojenik gelisimin ortaya
ciktig1 diisiiniilebilir. Embriyogenesis esnasinda aminoasit diizeyleri degismekte ve bu
diizeylerin manipiilasyonu embriyo olusumu i¢in énem tasimaktadir (Bal 2002’ye gore
Collins ve Genovesi 1982’den). Bal (2002)’1n domateste yaptig1 calismada ise tek
cekirdekli mikrosporlar1 igeren tomurcuklar 10 °C’de 7 giin 0.3 M mannitol igeren
kiiltiir ortaminda 6n muameleye tabi tutulduktan sonra, mikrosporlar izole edilmis ve
stvi NLN kiiltiir ortaminda, BAP ve NAA varligindaki 2 ve 4 ml/l lactalbumin
hidrolizat ile 5 ve 10 g/l kazein hidrolizat iceren ortamlarda kiiltire alimustir.
Denemelerde simetrik c¢ekirdek boliinmesi ve c¢ok c¢ekirdekli yapilarin olusumu
uyartilirken,  hicbir  ortam  ve  kosulda  mikrosporlardan  rejenerasyon
gerceklestirilememistir. Ar1 (2006)’nin aktardigina gore ‘androgenesis olusumunu
saglamak icin on uygulamalarda veya normal besin ortamlarinda yukaridaki katki

maddelerinden baska; patates ekstrakti, hindistan cevizi siitii, asparagin (Nitsch ve
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Nitsch 1969), serin (Keller ve Armstrong 1976, Zhang vd. 1994), prolin (Cho ve Zapata
1988, Chu ve Hill 1988, Wan vd. 1989), thiamin hydrochloride (Chen vd. 1998a, b),
askorbik asit (Guo ve Pulli 2000), phenylaseticacid (PAA) (Ingram vd. 2000), Ficoll
(Charmet ve Bernard 1984, Cistue vd. 1994, Kiviharju ve Pehu 1998, Castillo vd.
2000), Percoll (Fan vd. 1998, Herrera vd. 2002), polyethyleneglycol (PEG) (Ilic-Grubor
vd. 1998) gibi pek ¢ok katki maddesi de kullanilmaktadir’.

Besin ortaminin yapist da anterlerin androgenik uyartimimi saglama ag¢isindan
onemlidir. Anter kiiltiirlinde en fazla kullanilan ortam yapisit agar ilave edilerek jel
kivamina getirilmis yar1 kati ortamlardir. Genel olarak % 0.7 -0.8 oranlarda agar
kullanim1 yeterlidir. Bunun disinda sivi besi ortaminda anterlerin yiizdiiriilmesi
(Wernicke ve Kohlenbach 1976) veya cift fazli ortamlarin anter Kkiiltiirlerinde

kullanilmasi da miimkiindiir (Morrison vd. 1986).

F- Inkiibasyon ortami: Anter veya mikrospor kiiltiirlerinin inkiibe edildigi ortamin 151k
tipi ve degeri ile sicakligi kallus veya embriyo olusumu iizerinde biiyiik 6neme sahiptir.
Abak (1983), biber anterlerine kiiltiir 6ncesi diisiik sicaklik uygulamasi yerine, 8 giinliik
kiiltiirleri karanlikta ve 35 °C’de bekletmenin embriyo ve bitki olusumunu yiiksek
diizeyde tesvik ettigini ve bu sekilde 100 anterden elde edilen bitki sayisinin bazi
genotiplerde 50’ye kadar yiikseltildigini bildirmistir. Todorovic vd. (1991), seftalide
yaptiklar1 anter kiiltiirii calismasinda farkli hormon konsantrasyonlarinin etkisini 20
°C’de siirekli karanlik kosullarda incelemislerdir. Calismada karanlikta inkiibasyonun
kallus olusumunda 6nemli basar sagladigi bildirilmis ve en yiiksek kallus orani (% 95)
karanlikta kiiltire alinan 1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l Zeatin kombinasyonuna sahip
ortamdan elde edilmistir. Mythili ve Thomas (1995)’1n biber anter kiiltiiriinde kallus
olusumunu etkileyen faktorler iizerine yaptiklar1 calismada, siirekli karanlikta bekletilen
kiiltiirlerde, fotoperiyotta bekletilenlere oranla kallus olusum yiizdesi onemli dlgiide
artig goOstermistir. Anterler genellikle karanlikta ve 20-30 °C'ler arasinda Kiiltiire
alinmakta, rejenere olan bitkiler ise 3000-10000 lux yogunlukta 1siklandirilan kosullara

aktarilmaktadir (Ellialtioglu vd. 2002).
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1.3.2. Mikrospor Kkiiltiirii

Androgenesisin bir diger yolu ise mikrospor kiiltiiriidiir. Bu teknikte anterlerden
izole edilen mikrosporlar kullanilmaktadir. Izole edilen mikrosporlar in vitro kosullarda
ozel olarak hazirlanmis besin ortamlarinda gelistirilerek embriyolar elde edilir (Sekil
1.4). Bu teknik izole mikrospor Kkiiltiirli veya polen kiiltiirii olarak da adlandirilir

(Ellialtioglu vd. 2002).

Anter kiiltiiriine gore bazi avantajlara sahip olmasi sebebi ile gelistirilmis bir
yontemdir. Bu avantajlart su sekilde siralamak miimkiindiir (Pierik 1989, Foroughi-

Wehr ve Wenzel 1993, Hess 1992).

o Anter kiiltiiriinde, mikrosporlardan baska anter duvari, septum veya tapetum gibi
diploid yapiya sahip anter dokularindan da embriyo olugmasi gibi durumlar ile karsi
karsiya kalinabilmektedir. Olusan diploid embriyolarin yasama kuvvetleri haploidlere
oranla daha fazla olmakta ve haploid embriyolar ile istenmeyen bir rekabete
girmektedirler. Mikrospor Kkiiltiiriinde diploid yapiya sahip dokular ortamdan
uzaklastirildig i¢in dondr bitki yapisina sahip embriyo olasiligr ortadan kalmaktadir.

o Anter kiiltiiriinde mikrosporlar besin ortamindaki maddeleri anter duvarindan
gectikten sonra alabilmektedirler. Mikrospor kiiltiiriinde ise mikrosporlar besin ortami
ile dogrudan temas etmektedirler.

. Anter dokusunda bulunan bazi engelleyici maddeler (ABA ve toksik maddeler)
ortamdan uzaklagtirilmis olmaktadir.

o Tek bir polen tanesinden dogrudan embriyoya doniisiim saglanabildiginden gen
transferi caligmalari i¢in uygun bir kiiltiir seklidir.

. Biyotik ve abiyotik stres kosullarina dayaniklilik amaclandiginda in vitro
seleksiyon i¢in ¢cok uygun bir yontemdir.

o Polen taneleri, mutasyon arastirmalar ve genetik manipiilasyonlar icin antere
gore daha uygun baslangi¢ materyalidir

. Kiiltiir kogullarinda embriyo olusumunu izlemek anter kiiltiiriine oranla daha

kolay olmaktadir.
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° Daha fazla sayida homojen materyalle ¢alisma olanagi saglar ve sayisal olarak

haploid embriyo verimi anter kiiltiirtine oranla daha yiiksektir.

Mikrosporlarin kiiltiire alinabilmesi icin Oncelikle anter dokusundan izole
edilmeleri gereklidir. Tek c¢ekirdekli donemde olduklart belirlenen mikrosporlar,
anterlerden ya mekanik olarak ayrilirlar ya da bir siire sivi besin ortami icerisinde

bekletilen anterlerden ortam icerisine dokiilmeleri saglanir (Ellialtioglu vd. 2002).

Mikrospor Kkiiltiiriiniin yukarida agiklanan avantajlarina ragmen, bu yolla
polenlerden haploid bitki rejenerasyonu giiniimiizde hala zordur ve polenin in vitro
kosullarda geliserek farklilagsmasi ¢ok 6zellesmis tekniklere gereksinim duyar. Anter
kiiltiiriine gore ¢ok daha komplike besin ortamlarinin kullanilmasina gerek duyulur.
Basarili sonuglar alinan bitki tiirleri oldugu gibi hala bitki tiirlerinin ¢ogunlugu igin

basarisiz bir yontemdir. (Ellialtioglu vd. 2002).
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Sekil 1.4: Tiitiin mikrosporlarinin in vitro ve in vivo da gelisim seyirleri (Forster vd. 2007).

1.3.3. Oviil ve ovaryum Kiiltiirii

Dollenmemis yumurtalifin ya da yumurta hiicrelerinin kiiltiire alinmasiyla
haploid embriyo ve bitki olusumuna ovaryum veya oviil kiiltiirleri adi verilmektedir.
Oviil ve ovaryum Kkiiltiirlerinde basar1 elde edilmesi i¢in dikkat edilmesi gereken en
onemli noktalardan birisi, yumurtaligin alindig1 cicegin biiyiikliigli, yani yumurtaligin
fizyolojik olarak i¢inde bulundugu gelisme donemidir. Yumurtaligin gelisme donemini
pratik olarak belirlemek i¢in kullanilabilecek en etkili yol, aym ¢igek icerisinde bulunan
anterlerdeki mikrosporlarin gelisme donemlerinin incelenmesidir. Arpa’da yapilan bir
calismada antesisten once polenlerin tek cekirdekli, iki cekirdekli ve ti¢ cekirdekli

oldugu asamalarda ayni ¢igekte bulunan ovaryumlar kiiltiire alinmistir. Haploid embriyo
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uyartimi i¢in en elverisli donemin iki veya ii¢ ¢ekirdekli polenlere sahip ciceklerden
izole edilen yumurtaliklarin i¢inde bulundugu dénem oldugu bildirilmistir (San Noeum
1976). Buna karsilik bugday ve tiitiinde ayn1 ¢igegin polenlerinin tek ¢ekirdekli oldugu
donemde alinan yumurtaliklarin haploid bitkiler olusturdugu belirtilmistir (Zhu ve Wu
1979).

1.3.4. Embriyo kurtarma teknigi

Oviil ve ovaryum Kkiiltiirleri iizerinde yapilan ¢alismalar cogu bitki tiiriinde disi
gametlerin in vitro kosullarda kiiltiire alinmasi yolu ile diisiik frekansta haploid
embriyolarin elde edildigini gostermistir. Bu nedenle polenlere yapilacak bazi
uygulamalar ile partenogenetik embriyo olusumunu uyararak haploidlerin elde edilme

oranimni arttiracak calismalar1 giindeme gelmistir.

Partenogenetik embriyo olusumunu uyarmak iizere kullanilacak eksik veya
yetersiz polenleri elde etmek icin degisik kimyasal maddeler ile radyoaktif 1sin
uygulamalarindan yararlanilmaktadir. Ayrica uzak akraba tiirler arast1 melezlemeler,
tozlamalarin geciktirilmesi, sicaklik soklar1 da uygulanan teknikler arasinda yer
almaktadir. Polenlere yapilan bu uygulamalar sayesinde polen jeneratif cekirdegi inaktif
hale getirilmekte, bununla birlikte ¢cimlenme yetenegini koruyan polenler disicik tepesi
izerinde c¢imlendiklerinde olusturduklart uyartim sonucunda partenogenetik olarak
haploid embriyolar meydana gelmektedir. Daha sonra elde edilen bu embriyolarin
bitkiye doniistiiriilmesi gerekmektedir. Iste bu noktadan sonra embriyo kurtarma teknigi
devreye girer. Embriyo kesesi icerisinde gelisen haploid embriyo normal bir déllenme
sonucu olusmadig i¢in endosperm tasimaz. Dolayisi ile canliligimi korumasi ve kendi
basina bir bitkiye doniismesi s6z konusu olmaz. Bunun i¢in embriyo kiiltiiriine gerek
duyulur. Olustugu tohum igerisinden kurtarilarak in vitro kosullarda kiiltiire alinan
embriyolarin  bitkiye doniisiimii  birka¢ giin gibi olduk¢a kisa bir siirede

gerceklestirilebilmektedir (Ellialtioglu vd. 2002).
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1.3.5. Haploid bitkilerde kromozom katlanmasi

Haploid bitkilerin elde edilmesindeki temel amag¢ kuskusuz bu bitkilerin
kromozom setlerinin iki katina ¢ikarilmasi (katlanmasi) ve %100 homozigot saf hatlarin
hizla gelistirilmesidir. Haploid bitkilerin kromozom sayilar1 2 yolla diploid hale

getirilebilir:

* Spontan olarak: Nicotiana tabacum gibi baz1 tiirlerde, vejetatif cekirdegin ilk
boliinmesi sonrasinda, sitoplazmik organellerde dejenerasyon olusabilir (Hu ve Zeng
1984). Boyle durumlarda haploid hiicreler genellikle kiiltiir sirasinda endomitosis
yoluyla kromozom sayilarini iki katina ¢ikartma egilimindedir. Spontan katlanmanin bir
diger yolu ‘polen cekirdeklerinin fiizyonu’dur. Mikrospor igindeki vejetatif ve jeneratif
cekirdekler bazen birleserek diploid bir ¢ekirdek olustururlar ve bu yolla da diploid
bitkiler meydana gelebilmektedir (Hatipoglu 1999). Bu tip hiicrelerden olusan bitkilerin
govde parcalarinin kiiltiire alinmasi ile spontan diploid bitkileri ¢ogaltmak miimkiindiir
(Alpsoy 1999). Bu yontemle tiitiin, kolza, ¢eltik, Datura ve Atropa anter kiiltiirlerinden

dogrudan dogruya katlanmis bitkiler elde edilebilmistir (Er 1992).

Ancak bu yontemin giivenilirligi icin elde edilen diploid bitkilerin kokenini iyi
belirlemek gerekmektedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi anter kiiltiirii sonucu elde
edilen embriyolarin anter dokusundaki diploid hiicrelerden koken almasi da soz
konusudur. Hal boyle olunca elde edilen diploid embriyo ve dolayisi ile bitkiler donor
bitkinin klonu olacak ve % 100 homozigot bitki elde edilmesi amacina hizmet
etmeyecektir. Bu tip durumlarda elde edilen diploid embriyonun orjinini belirlemek i¢in
bir takim molekiiler tekniklerden faydalanmak gerekmektedir. Bu tekniklere kisaca
izozim analizi (Nurhidayah vd. 1996) ve mikrosatellit marker (SSR)’ler (Drumeva vd.

2005) yardim ile yapilan analizleri 6rnek olarak verebiliriz.

» Antimitotik 6zellikli kimyasal maddeler kullanilarak: Mitoz béliinmenin metafaz
safhasinda ig ipliklerinin olusumunu engelleyen ve dolayisiyla replikasyona ugramis
kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini dnleyerek kromozom sayisinin 2 katina ¢ikmasini

saglayan antimitotik etkili kimyasallarin, haploid kiiltiir veya bitkiciklere gore degisen
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sire ve dozlarda uygulanmasi ile de haploidlerin kromozom sayist 2n’e
katlanabilmektedir. Ar1 (2006)’nin aktardigina gore ‘bu amacla kullanilan en yaygin
kimyasal kolsisin olmakla birlikte, kafein, kloral hidrat, asenaften, sulfinilamid, etil
merkuriklorid, azot protoksit, hekzaklorosiklohekzan, amiprophos-methyl (APM),
pronamid, fenridazonpottasium, 2-hydroxynicotinic asit, trifluralin ve oryzalin gibi
mutagenler ve herbisitler ile 2,4-D ile NAA gibi hormonlar da kullamlabilmektedir
(Picard vd. 1987, Bouvier vd. 1994, Ellialtioglu vd. 2001, Zheng vd. 2001, Rey vd.
2002, Han vd. 2003)’. Yine An (2006)‘ya gore ‘antimitotik etkili bu kimyasallarin
uygulama sekli ise hiicre siispansiyonuna, besin ortamina (Barnabas vd. 1999) veya
eksplantin icinde bulundugu 6n besin ortam1 gibi farkli ortamlara (Nitsch 1981, Zhao
vd. 1996, Rudolf vd. 1999, Koksal 1999, Zheng vd. 2001, Zamani vd. 2000, Herrera vd.
2002), kallus dokusuna (Wan vd. 1989), aksiller tomurcuga (Abak, 1986), tepe
tomurcuguna ya da in vitro bitkicik (Sar1 vd. 1994, Abak vd. 1996) veya celiklere
(Bouvier vd. 1994, San ve Abak 1995), bitki kokiine (Arzani ve Darvey 2001) gibi

bitkinin ¢esitli organlarina gére degismektedir’.

Bu yontemlerin birbirlerine gore iistiinliiklerini belirlemek icin yapilan bir
calismada Chen vd. (1994), Brassica napus mikrospor Kkiiltiirlerinde 3 kromozom
katlama yontemini kiyaslamislardir. Mikrospordan olusan bitkilerin, mikrospordan
olusan embriyolarin ve izole edilmis mikrosporlarin farkli doz ve siirelerde kolsisine
tabi tutuldugu denemede en iyi sonug, izole edilmis mikrosporlarin dogrudan kolsisinle
muamelesinden elde edilmistir. Kromozom katlanma etkinliginin % 70’e ¢ikartildig bu
yontem ayni zamanda mikrospor embriyogenesisini de uyartmistir. Hansen ve Andersen
(1998) ise bugdayda yaptiklar1 ¢alismada, kromozom katlamasi amaciyla trifluralin ve
amiprophos-methyl (APM) kullanmislardir. Calismada bu iki kimyasal maddenin
kolsisinden daha etkili oldugu bulunmustur. Daha 6nceki caligmalarda kolsisinle % 53
fertilite saglanirken, bu oran bu kimyasallar ile % 74’e c¢ikartilmistir. Trifluralin ve
APM’in molar konsantrasyon seklindeki kullanimlari, kolsisinden 300 kat daha diisiik
dozdadir. Dolayisiyla bu yiiksek etkinlige ragmen, insan ve cevre sagligina cok daha az

zararlidir.
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1.3.6. Ploidi belirleme

Haploidi teknikleri sonucu elde edilen haploid bitkilerin ploidi diizeylerini yani

kromozom seviyelerini tespit etmek i¢in su yontemlerden yararlanilmaktadir.

* Fenotipik gozlemler: Bitkilerin kromozom sayis1 arttik¢ca (poliploidi) bitkinin tiim
organlarinda bir irilesme meydana gelmekte, buna karsilik haploid bitki organlarinda ise
diploid bitkiye oranla boyut azalmasi gozlenmektedir (Ellialtioglu vd. 2002). Kurtar
(1999) Urfa yerli kabak cesidinin diploid ve haploid bireylerini karsilastirdigi calismada
yaprak en ve boyunda haploid bitki aleyhine yaklagik yar1 yariya bir farklilik oldugunu
bildirmistir. Aym1 calismada haploid bitkilerin diploidler gibi cicek actiklarmi fakat
ciceklerin morfolojik ve biyolojik olarak farkliliklar gosterdigi ortaya konmustur.
Haploid bitkilerde hem disi hem erkek cicekler daha kiiciik yapili olmus, erkek
cigeklerin polen tagimadiklar1 ve agmadan kuruyup oldiikleri, disi ¢iceklerin ¢ok kiiciik
bir stigma ve ovaryuma sahip olduklar1 ancak normal polenler ile tozlandiklarinda
hicbir sekilde meyve baglamadiklar1 goriilmiistiir. Tiim bunlar diger bitki tiirlerinde de
elde edilen ortak bulgulardir. Bu 6zelliklerin gézlemlenmesi hizli ve masrafsiz olmasina
karsilik, giivenilirligi azdir. Bu nedenle, fenotipik gozlemlerin mutlaka farkli ploidi

belirleme yontemlerinden birisi ile de desteklenmesi gerekir.

» Kromozom saymmlari: Ozellikle kok uclar1 gibi hizli biiyiiyen doku ve organlarda
yapilan kromozom sayimlari en giivenilir yontem olarak kabul edilmektedir. Bununla
birlikte, preparat hazirligi sirasindaki hidroliz veya boyamalarin zaman almasi ve

tecriibe gerektirmesi, yontemin dezavantajlaridir (Ar1 2006).

* Flow sitometri: Hiicrelerin tek tek flouresans dedektdrden gecerken emdikleri 151min
analizine dayanan bu yontemde, flouresans boyalarla boyanan hiicre c¢ekirdeklerinde
cekirdeksel DNA miktar1 belirlenmektedir. Her bitki tiirii i¢in yOntemin optimize
edilmesi bir dezavantaj olsa da, kolay, hizli ve giivenilir sonuglar vermesi, bu yontemi

en fazla tercih edilen yontem haline getirmistir (Ar1 2006).
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» Stomatal incelemeler: Haploid bitkilerin stoma yogunlugu ve bu stomalardaki
plastidlerin sayis1 diploid veya poliploid bitkilerden farklidir. Ploidi diizeyi arttikca,
stoma uzunlugu ve plastid sayis1 da artmaktadir. Farkl bitki tiirlerinde stomalarin iriligi,
dolayisiyla birim alanda bulunan stoma sayisi ile ploidi diizeyi arasinda giivenilir
iliskilerin saptanmasi iizerine, bu yontem ploidi tespitinde kullanilmaya baslanmustir.
Ancak cesitli calismalar, bu gozlemlerin kesinlikle kromozom sayimi ile de

desteklenmesi gerektigini ortaya koymustur (Ar1 2006).
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2. ONCEKi CALISMALAR

2.1. Haploid Bitki Elde Etme Uzerine Yapilan Cahismalar

Daha once belirtildigi gibi ilk kez 1953 yilinda baslayan Kkiiltiir ortaminda
haploid bitki elde edilmesi ¢alismalart giiniimiize kadar olduk¢a cesitlenmistir. Burada
gerek iilkemizde gerek diinyada bu konu ile yapilan bazi ¢calismalara uygulanan teknigin

cesidine gore siiflayarak asagida deginilecektir.

2.1.1. Anter Kkiiltiirii calismalari

Ulkemiz arastirmacilari tarafindan yapilan bazi anter kiiltiirii calismalar1 asagida

kronolojik olarak verilmistir.

Baba (1992)’'min yaptig1 bir calismada anter kiiltiirii ile cesitli yerli arpa
cesitlerinde N6 ortaminda 15 ve 30 giinliik +4 °C’de soguk on muamele sonucu kallus
ve embriyoid eldesi aragtirnlmistir. 15 giinliikk 6n uygulamada Tokak, Yercil ve Gem

cesitlerinden kallus, Gem cesidinden ise embriyoid elde edilmistir

Yapilan bagka bir caligmada tiitiin anter kiiltiiriinde genotip ve besi ortaminin
haploid bitki olusumuna etkisi arastirilmistir. 20 farkli genotipten alinan anterler MS ve
N6 ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Reaksiyon gosteren anter oraninin bilyiik oranda
genotipe baglh oldugu goriilmiistiir. Yine reaksiyon gosteren anter orani agisindan MS
ortaminin N6 ortamina gore daha iyi oldugu fakat rejenere olan bitki orani acisindan iki

ortamin arasinda onemli bir fark olmadigi bildirilmistir (Sakin 1994).
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Baska bir ¢alismada haploid keten bitkilerinin elde edilmesi ile ilgili, 8 keten
cesidinin anterleri kat1 ve s1vi1 kiiltiir ortaminda kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucu her
iki ortamda da kallus tesekkiil oranimin diisiik oldugu belirlenmistir. Ayrica, kallus
tesekkiil oran1 bakimindan her iki ortamda da gesitler arasinda farklilik bulunmustur.
Kat1 kiiltiir ortaminda Blue-Chip keten cesidi, siv1 kiiltiir ortaminda ise Antares keten
cesidi en yiiksek kallus tesekkiil oranina (sirasiyla, %3.67 ve 3.35) sahiptir. Norman
keten cesidinin sadece kat1 kiiltiir ortaminda kallus olusumu sagladigi, McGregor keten
cesidinin ise her iki kiiltiir ortaminda da kallus olusumu saglamadigi belirlenmistir.
Sogukla muamele edilmis olan anterlerin kallus olusum orani kati1 kiiltiir ortaminda
kontrole gore dort kat azalmasina karsin sivi kiiltiir ortaminda ise istatistiki anlamda
onemli olmamakla beraber, %25.8 oraninda artmistir. Genel olarak, her iki Kkiiltiir
ortaminda da kallus olusumu saglanmis ise de farklilagsma ortamina transfer edilen

kalluslardan herhangi bir farklilasma elde edilmemistir (Kurt ve Evans 1998).

Gencer (2002), Ege Bolgesi tiitiin iiretim alanlarinda goriilen kiilleme
hastaligina kars1 dayanikl gesit gelistirmek icin, klasik 1slah metotlar ile anter kiiltiirii
teknigini birlikte kullanmis, bu amagla, iki tiitiin ¢cesidine geriye melezleme metodu ile
bir genitorden kiillemeye dayanmiklilik aktarmigtir. GM1 dollerinin anterleri kiiltiire
almarak once haploid bitkiler, daha sonra da asenaften veya kolsisin uygulamasiyla
dihaploid bitkiler elde edilmistir. Elde edilen 67 dihaploid hattan 14’ii kiillemeye
dayanikli bulunarak verim, kalite ve morfolojik 6zellikler bakimindan standart gesitlerle
karsilastirilmak iizere tarla denemesine alinmislardir. Incelenen ozelliklerden kuru
yaprak verimi bakimindan {i¢ hat her iki standardi, yedi hat ise sadece Karabaglar 6265
standart ¢esidini gecmistir. Kalite Ozelliklerinden indirgen seker ve toplam alkaloit
icerikleri bakimindan dort hat, bir standart ¢eside gore daha iyi degerler vermistir.
Sonug olarak, kiillemeye dayanikli, verim ve kalite bakimindan standart ¢eside yakin
veya onu asan degerler veren 8 dihaploid hat makro verim ve kalite denemesine alinmak
tizere secilmistir. Bu calisma anter Kkiiltiirii teknigi ile istenilen ozelliklere sahip

dihaploid bitkiler elde etme acisindan 6nemli bir basar1 elde etmistir.

Altindal (2005), cavdarda anter kiiltirinde ©nemli bir problem olan
rejenerasyon kapasitesinin farkli uygulamalarla arttirilmasimi amaglamistir. Diploid ve

tetraploid kiiltiir cavdarina ait anterlerin in vitro kiiltiiriinde, farkli uygulamalarin kallus
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olusumu ve bitki rejenerasyonuna etkisi belirlenmeye calisilmistir. Denemede kiiltiir
ortam1 olarak modifiye edilmis N6 ortam kullanilmistir. Faktor olarak soguk 6n iglem
(1 hafta +4 °C’de karanlikta bekletme), ploidi (diploid ve tetraploid), karbon kaynaklar
(120 g/l maltoz ve 90 g/l sakaroz) ve hormonlar (2 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/I kinetin ve 1
mg/l TAA) uygulanmistir. Anterler 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik olacak sekilde
2000-2200 lux arasinda degisen aydinlatma kosullarinda 22 °C’de tutulmustur. Soguk
uygulamast anter tepki oran1 ve kallus biiytlikliigiinii azaltmis, kallus oramini ise
artirmistir.  Yine, soguk uygulanmis anterlerden olusan kalluslarda kok gelisiminin
soguk uygulanmayanlara gore daha fazla oldugu ortaya konulmustur. Ploidi seviyesinin
anter tepki orami {izerine istatistiksel olarak ©nemsiz, kallus olusumu ve kallus
biiytikliigii iizerine ise onemli etkileri belirlenmistir. Nitekim tetraploidlerde kallus
biiyiikliigii ve kallus olusturan anter oran1 diploidlerden daha fazla, tepki gosteren anter
orani ise daha diisiik bulunmustur. Karbon kaynaklarinin incelenen ii¢ 6zellik (anter
tepki orani, kallus oram ve kallus biiyiikliigii) iizerine etkisi istatistiksel olarak ¢nemli
bulunmus ve maltoz kullanildiginda kallus oram ve kallus biiyiikliigii artmis, anter tepki
orani ise azalmustir. Incelenen 6zellikler (anter tepki orani, kallus orami ve kallus
biytikliigii) tizerine 2,4-D ve TAA in etkileri benzer olmus ve aralarinda 6nemli fark
tespit edilmemistir. Incelenen tiim faktorlerin (6n islem x ploidi x karbon kaynaklar1 x
hormon) birbirleriyle olan interaksiyonu istatistiksel olarak 6nemli olmustur. Buna gére,
arastirmada transforme olmayan degerler dikkate alindiginda, tepki gosteren anter orani
% 27.00-97.50, kallus olusturan anter oran1 % 13.00-28.00, kallus biiyiikliigii ise 1.03-

6.03 mm arasinda degismistir.

Taskin (2005), biberde yaptig1 calismada iic defa kendilenmis diisiik sicakliga
tolerant olarak belirlenen A71, A269, A313 nolu genotipler, orta derecede tolerant
olarak belirlenen A109 nolu genotip ve duyarl olarak belirlenen A74 nolu genotip ile
yaptig1 anter kiiltiirii ¢calismasinda dort farkli kiiltiir ortami kullanmistir. Denenen 5
farkli genotip i¢in en yiiksek embriyo uyartimi ve bitkiye doniisiimiin belirlenmesi
amaciyla anterler farkli zamanlarda kiiltiire alimmistir. Ayrica kiiltiire alinan ortamlarda
gelismesini tamamlayamayan embriyolar 10 giin siiresince 0.5 mg/l absisik asit iceren
besin ortamina alinarak absisik asitin embriyo olgunlasmasina etkisi belirlenmeye
calistimistir. Denemenin sonucunda gerek embriyo olusumu gerekse olusan

embriyolarin bitkiye doniisiimii genotiplere, anter alma donemlerine ve besin
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ortamlarina gore degismistir. Genotipler arasinda en yiiksek embriyo verimi soguga
tolerant olarak belirlenmis olan 269 nolu genotipten elde edilmistir. Anter alma
donemlerinden ise en basarili sonuclar Nisan ve Mayis aylarindan elde edilmistir. Besin
ortamlar arasinda ise III nolu besin ortami1 (Murashige ve Skoog + 30 g/l sakkaroz + %
0.25 aktif komiir + 15 mg/l giimiis nitrat + 4 mg/l naftalen asetik asit + 1 mg/l benzil
amino piirin) ve IV nolu besin ortamindan, (modifiye edilmis Murashige and Skoog +
30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir + 15 mg/l glimiis nitrat + 4 mg/l naftalen asetik
asit + 0.1mg/l benzil amino piirin) diger ortamlara gore daha fazla sayida embriyo elde
edilmistir. Olgunlasmamis embriyolara absisik asit uygulamasindan olumlu bir sonug
almamamistir. Bitkiye doniisiim, hormonsuz Murashige and Skoog ortamina alinan

olgun embriyolardan saglanmstir.

Bir bagka calismada 6 biber kiiltivar1 kullanilmistir. Cicek tomurcuklar ii¢
boyutta gruplandirilmistir. Anterler 4 mg/L NAA+ 0.1 mg/L BA igeren ve aktif komiir
ile havug ekstrakti eklenen MS ve N besi ortaminda kiiltiire alinmistir. En iyi sonuglar
aktif komiir ve havug ekstraktinin her ikisinin de eklendigi, yalniz birinin eklendigi veya
hi¢ birinin eklenmedigi MS+ 4 mg/LL NAA+ 0.1 mg/LL. BA ortamindan elde edilmistir.
En iyi embriyo verimi Carliston Bagci cesidinden alinan 5-6 mm’lik tomurcuklardaki
anterlerin MS+4 mg/LL. NAA+ 0.1 mg/LL BA ortamina alinmasi ile elde edilmistir.
Komiir tek basina pozitif etki gostermemistir. . N + 4 mg/l NAA + 0.1mg/l BA + %0,1
aktif komiir +200ml havug ekstrakti da iyi sonuglar vermistir (Sayilir ve Ozzambak

2005).

Engin Ozii (2006), ekmeklik bugday anter kiiltiiriinde genotip, dondr bitki
yetistirme kosular1 ve anter kiiltiir sicakliginin haploid bitki rejenerasyonu iizerine
etkisini saptamak amaci ile, tarla veya sera kosullarinda yetistirilen ti¢ farkli ekmeklik
bugday genotipinden (Seri 82, Geng 99, Balatilla) alinan anterleri P2 ortaminda dort
farkli sicaklikta (25 °C, 27 °C, 30 °C, 32 °C) kiiltiire almistir. Arastirma sonuglari, donor
bitki yetistirme kosullarinin anter reaksiyon oraninda istatistiksel olarak onemli bir
farklilik yaratmadigini, genotip ve anter kiiltiir sicakliginin anter reaksiyon oraninda
istatistiksel olarak ©nemli farklilik yarattigim1 gostermistir. Anter reaksiyon orani
ortalamasi genotiplere bagh olarak % 0.4 ile % 2.4 arasinda degismis ve Seri 82 cesidi

incelenen diger iki c¢eside gore daha yiiksek anter reaksiyon orani ortalamasi
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gostermistir. Kiiltiir sicakliginin 25 °C’den 30 °C’ye kadar artirnllmasi anter reaksiyon
oraninda artisa neden olmus ve 30 °C’de kiiltiir edilen anterler 25 °C’de kiiltiir edilen
anterlere gore istatistiksel olarak daha yiiksek anter reaksiyon orani ortalamasi
gostermiglerdir. 32 °C’de kiiltiir edilen anterler 30 °C’de kiiltiir edilen anterlere gore
istatistiksel olarak ©Onemli derecede daha diisiikk reaksiyon oran1 ortalamasi
gostermiglerdir. Donor bitkilerin yetisme kosullart ve anter kiiltiir sicakhign bitki
rejenerasyon orani, yesil bitki rejenerasyon orani ve albino rejenerasyon oranini
istatistiksel olarak onemli derecede etkilememistir. Bitki rejenerasyon orani, yesil bitki
rejenerasyon orani ve albino bitki rejenerasyon orani genotiplere bagl olarak dnemli
derecede farklilik gostermis ve Seri 82 cesidinin sz konusu oOzellikler agisindan
incelenen diger iki ceside gore daha iistiin oldugu ortaya ¢ikmistir. Arastirmadan elde
edilen bulgulara dayanarak, ekmeklik bugday anter kiiltiirtinde, haploid bitki

rejenerasyonunu etkileyen en énemli faktoriin genotip oldugu sonucuna varilmistir.

An (2006), Manisa lalesi olarak bilinen dogal Anemone coronaria var.
coccinea’da anter kiiltiirii yontemiyle haploid bitki elde edilmesi iizerine ¢aligmistir. Bu
amagla, Adana’da dogal yayilis gosteren bir popiilasyondan saglanan eksplantlar, farkl
temel besin ortamlar ile farkli hormon konsantrasyonlart ve 6n uygulamalara tabii
tutulmuslardir. Ortam denemelerinde; NN ve BS5S temel besin ortamlarina, farkh
konsantrasyonlardaki hormonlarin tek baslara veya farkli dozlardaki aktif karbon,
giimiis nitrat, L-glutamin ile bunlarin karisimina eklenmesiyle olusturulan farkl
uygulamalarin embriyo olusturma performanslar1 saptanmistir. Hormon denemelerinde,
IAA (0, 0.1, 0.5, 1 ve 2 mg/l) tek basia veya 0.1 mg/l BAP ile birlikte kombinasyon
halinde kullanilmistir. NN ve BS5 ortamlarinda gerceklestirilen bu uygulamalar arasinda
en yiiksek embriyo olusum oran1 % 12.7 ile NN ortamindaki 1 mg/l IAA + 0.1 mg/l
BAP hormon kombinasyonundan saglanirken, bunu % 9.3 oran ile BS ortamindaki 0.5
mg/l TAA + 0.1 mg/l BAP kombinasyonu takip etmistir. Giimiis nitrat denemeleri
(kontrol, 2.5, 5, 10 ve 15 mg/l) icerisinde en yiiksek embriyo olusumu, % 3.3 ile BS
ortamindaki 5 mg/l giimiis nitrat + 0.5 mg/l IAA + 0.1 mg/l BAP icerikli uygulamadan
elde edilmis olup, ayni icerikli NN ortamindaki anterlerden meydana gelen embriyo
olusumu % 2.5 oran ile ikinci sirada yer almistir. L-Glutamin denemelerindeki (800
mg/l) tek olumlu tepki, oldukga diisiik bir oran (% 0.7) ile B5 ortamindaki 800 mg/I L-
glutamin + 2 mg/l IAA + 0.1 mg/l BAP uygulamasindan elde edilmistir. Aktif karbon
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denemelerinin (kontrol, % 0.1, % 0.5 ve % 1) higbirisinden olumlu cevap alinamamas,
bununla birlikte ortama girdigi aktif karbon + glimiis nitrat + L-glutamin karisim
denemelerinde de yine tiim ortamlarda polen embriyogenesisine olumsuz etkide
bulunmustur. Calismanin baslangicinda uygulanan soguk muameleleri (kontrol, + 7
°C’de 2, 7 ve 21 giin) arasinda fark bulunamamustir.  Yapilan sitolojik incelemelerde
ise embriyojenik boliinmelerin simetrik, jeneratif ve vejetatif ¢cekirdek boliinmelerinden
kaynaklandig1 tespit edilmistir. Direkt polen embriyogenesisinin amacglandigi bu
aragtirmada ayrica, organogenesis ve olduk¢a yiiksek oranlarda kallus olusumu
meydana gelmistir. Ancak elde edilen embriyo ve kalluslarda tam bir bitki

rejenerasyonu gergeklesmemistir.

Ulkemizde ekonomik 6nemi olan Triticum durum Desf. (makarnalik bugday)
(Gramineae)’'un ‘Kunduru 1149’, ‘Berkmen 469’ ve ‘DH-Berkmen’ genotipleri ile
yapilan anter kiiltiirii calismasinda farkl siireli 6nislem kosullarinin genotiplerin kallus
olusum miktarina olan etkisi arastirilmis ve en uygun Oniglem siiresi ve genotip
belirlenmistir. Berkmen 469 genotipi % 0.62 kallus iiretimi ile anter kiiltiiriine en iyi
cevap vermis ve en iyi soguk Onislem siiresi her genotip icin 15 giin olarak
bulunmustur. Olusan kalluslar tuzlu kosullar i¢in genotipler gelistirilebilmesi amaci ile

MS Kkiiltiir ortamina transfer edilmislerdir (Duran 2007).

Aycicegi disindaki baska tiirler ile yapilan ve bu ¢alismanin konusu kapsamina
girdigi disiiniilen, yabanci arastirmacilart tarafindan yapilan bazi anter kiiltiirii

calismalar asagida kronolojik olarak verilmistir.

Brassica campestris L., ile yapilan anter kiiltiirii ¢aligmasinda kiiltiiriin ilk {ii¢
giinii uygulanan yiiksek sicakligin (35°C) polen kokenli embriyoid verimini stimiile
ettigi bildirilmistir. Geg tek ¢ekirdekli evredeki polenleri iceren anterler modifiye BS
ortaminda kiiltiire alinmistir. ilk 24 saatte uygulanan yiiksek sicaklik normal polen
gelisimini inhibe etmis ve anormal simetrik boliinmeyi tegvik etmistir. Bu simetrik
boliinme in vivo da gelisen polenlerde ¢ok nadir gbzlenmektedir. Yiiksek sicaklik
uygulanmadan kiiltiire alinan anterlerde polen gelisimi in vivo ya es durumdadir. Bu
durum yiiksek sicakligin normal polen gelisimini bloke ettigini ve sporofitik gelisimi

tesvik ettigini destekler niteliktedir. Bunun yaninda ne bitki biiyiime diizenleyici ne de
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baska bir nutrient gerekli olmasina ragmen siikrozun (0.29 M) bu tarz bir simetrik

boliinme icin zorunlu oldugu bildirilmistir (Hamaoka vd. 1991).

Amaury vd. (1997) farkli 151k kosullari, farkli besi yerleri ve soguk ©n
uygulamanin Lilium longtflorum’un anter kiiltiirii iizerindeki etkilerini arastirmiglardir.
En uygun ortam karanhkta ve soguk on uygulamasi altindaki N6 medyumu olarak
bulunmustur. Karanlikta artan kallus uyartiminin 1sikta inhibe oldugu bildirilmistir. 30
ve 46 mm uzunlugundaki anterlerden alinan erken ve orta tek cekirdekli evredeki
mikrosporlar kallus olusturmustur. Toplamda 132 soganli ve yaprakli bitkicik rejenere
olmustur. Rejenere olan bitkilerde albino ve morfolojik ¢esitlilik bulunmamaktadir.
Rejenere olan bitkilerin ayn1 kok uglarinda hem haploid hem de diploid hiicrelere
rastlanmasi1 kromozom duplikasyonunun kendiliginden oldugunu gostermektedir.
Kiiltire alinan anterlerin Mikrosporlarinin mikroskobik incelemelerinde degisik
evrelerdeki cok hiicreli tanelerin varligina rastlanmistir. Bu gozlemler mikrospor
kokenli bitkilerin androgenik kokenli oldugunu desteklemektedir. Bu durum izozim

analizi ile de teyit edilmistir.

Quercus suber L. ile yapilan bir ¢caligmada anter kokenli embriyolarin ¢ekirdek
DNA’sin duplikasyonunun uyarilmast amag¢lanmistir. Bunun i¢in kolsisin, oryzalin ve
amiprophos-methyl (APM) gibi ii¢ antimitotik ajanin farkli konsantrasyonlari in vitro da
6 farkli genotipte denenmistir. Bu tiiriin anter kiiltiiriiniin %7.78 gibi diisiik bir yiizde ile
spontan diploidler verdigi bilinmektedir. 48 saat siire ile 0.01 mM oryzalin kullaniminin
yaklagik %50 oraninda diploid embriyo eldesi ile en etkili uyarimi yaptigr bildirilmistir.
0.0lmM APM kullanimi orizaline gore diisiik olmakla birlikte kabul edilebilir bir artis
saglamigken, 1.3 veya 8.8 mM kolsisin kullaniminin nekroz ve diisiik DNA
duplikasyonu olusturmas1 ile en az etkili kimyasal oldugu bulunmustur (Pintos vd.

2007).
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2.1.2. Mikrospor kiiltiirii calismalari

Androgenesisin bir diger yolunun mikrospor kiiltiirii oldugu ve anter kiiltiiriine
gore farkli avantajlara sahip oldugu yukarida verilmistir. Birka¢ caligsma ile kisaca bu
yontem incelenecektir. Ornegin  Herrera vd. (2002) Coffea arabicacv. Caturra
(kahve)’da yaptiklar1 ¢calismada izole edilen mikrosporlari in vitro ortamda kolsisin 6n
muamelesine tabi tutmuslardir. Mikrospolar mekanik olarak izole edilmis ve
saflastirilmistir. Kolsisin uygulamasindan once mikrosporlar daha fazla gelisim ve
rejenerasyon i¢in yari kat1 ortamda kiiltiire alinmistir. Arastiricilar mikrosporlari degisik
siire ve konsantrasyonlarda kolsisine maruz birakmislardir. En iyi androgenik cevap 48
saat siire ile 100 mg/1 kolsisin uygulamasinda goriilmiistiir. Ge¢ tek-cekirdekli ve erken
cift-cekirdekli evredeki mikrosporlar kolsisine karsi duyarli bulunmustur. Flow
sitometrik ve morfolojik analizler rejenere olan bitkilerin % 95’inin dihaploid
(2n=2x=22) oldugunu gostermistir. Buna ek olarak bir miktar double-dihaploid bitki
(2n=4x=44) de elde edilmistir. Bu durum, mikrosporlarin kolsisine maruz kalmasi
sonucu sadece androgenik uyartimin degil aym zamanda kromozom duplikasyonunun

da beklenebilecegini 6nermektedir.

Baska bir calismada Brassica napus L. mikrospor Kkiiltiiriinde kolsisinin
embriyogenesis ve kromozom katlamasi tizerine etkisi arastirtlmistir. 50 ve 500 mg/L
kolsisinin 15 saat siire boyunca mikrosporlara dogrudan uygulanmasinin
embriyogenesisi uyardigi ve saglikli goriiniime sahip ¢ok sayida embriyo olustugu
goriilmiigtiir. Bu normal goriiniiglii embriyolarin 24 °C’de kati ortama transferi sonucu
direk ve hizli bir sekilde bitkiye rejenere oldugu bildirilmistir. En yiiksek kromozom
katlanmasinin %83-91 oranina 15 saat siireyle 500 mg/L kolsisin uygulamast sonucu,
diisiik miktarda poliploid ve kimerik bitki olusumu ile birlikte oldugu gozlenmistir. Bu
denemeler 30 saatlik muamelenin 6zellikle 1000 mg/L gibi yiiksek kolsisin miktarinda
daha az pozitif etkili oldugunu gostermistir. Kolsisin uygulamasi olmayan ve
inditkksiyon ortaminin  degistirilmedigi siradan mikrospor  kiiltiiriintin,  zayif
embriyogenesis ve embriyo ¢imlenmesi ile sonuclandigi ve bitki rejenerasyonu igin

bircok alt kiiltiiriin gerektiginin alt1 ¢izilmistir (Zhou vd. 2002).
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2.1.3. Ovaryum Kkiiltiirii caligmalari

Ovaryum ya da oviil kiiltiirleri ise ginogenetik haploid bitki olusumu igin
kullanilan tekniklerdendir. Bu kapsamda Giirel ve Giirel (1998) diploid erkek kisir bir
seker pancar1 (Beta vulgaris L.) 1slah hattindan alinan dollenmemis yumurtaliklardan
elde edilen bitki rejenerasyonuna ait yontem tanimlamistir. Yumurtalik eksplantlari, 2.0
mg/l benzilaminpiirin (BAP) iceren Murashige & Skoog (MS) ortaminda Kkiiltiire
almmustir. Iki farkli muamele denenmis olup; eksplantlarin tamami 15 giin karanlikta
tutulduktan sonra, yarist normal 151k ortamina aktarilirken, diger yaris1 da biitiin kiiltiir
boyunca karanlik ortamda birakilmistir. Her iki ortamda kiiltiire alinan eksplantlarda
asagt yukart ayni oranlarda kallus olusmustur. Ancak, muameleler arasinda
eksplantlarin siirgiin-olusturma kapasiteleri bakimindan 6nemli farklar meydana gelmis
olup; karanliktaki on inkiibasyon doneminden sonra 1s18a aktarilanlar, siirekli karanlikta
tutulanlara gore daha fazla sayida siirgiin olusturmustur (% 14.6’ya karsin % 4.2).
Ayrica, eksplantlarin kallus ve siirgiin-olusturma kapasiteleri arasinda ters orantili bir
iliski gozlenmistir. Siirgiinler 2.0 mg/l naftelenasetik asit (NAA) ve 2.0 mg/l giimiis
nitrat (AgNQO3) iceren MS ortamina aktarildiklarinda, iki hafta igerisinde koklenme
baslanmistir. Elde edilen bitkilerin ploidi seviyeleri, rejenerantlarin yaprak érneklerinde
yapilan kromozom sayimlar ile belirlenerek, elde edilen biitiin bitkilerin diploid oldugu

gozlenmistir.

Baska bir arastirmada ise kabakta  (Cucurbita pepo L.) dollenmemis
ovaryumlardan haploid embriyolarin elde edilmesi ve bunlarin bitkiye doniistiiriilmesi
amaglanmistir. Sakiz ve Zeybek F1 cesitlerinin dollenmemis ovaryumlar antesisten 1
giin 6nce, antesis donemi ve antesisten 1 giin sonraki donemlerde toplanmistir. Yiizey
dezenfeksiyonu yapildiktan sonra steril kosullarda dis kabuklar1 soyulan ovaryumlar 4,
6, 8 dilime boliinerek 0.01, 0.1 ve 1 mg/l TDZ ilave edilmis embriyo tesvik ortamlarina
dikilmistir. Karanlik kosullarda yaklasik 3 hafta bekletilmistir. 0.1 TDZ iceren
ortamlarda antesisten 1 giin 6nce ve antesis doneminde alinan ovaryumlardaki oviillerde
gelisme goriilmiistiir. Daha sonraki denemelerde ovaryumlar enine disk seklinde ve
boyuna dilim seklinde kesilmistir. Embriyo tegvik ortaminda gelisme gosteren

eksplantlar 7-14 giin sonra NAA’nin 0.01, 0.05, 0.1 ve 0.5 mg/l konsantrasyonlar ile



46

0.1, 0.5 ve 1 mg/l BA’ nin farkli konsantrasyonlarinin ilave edildigi Rejenerasyon
ortamlarina transfer edilmistir. Rejenerasyon ortaminda bazi eksplantlarda oviillerin
sismesi seklinde gelisme devam ederken bazilarinda kallus gelisimi goriilmiis, ancak

bitkiye doniisiim gerceklesmemistir (Y1lmaz 2005).

2.1.4. Embriyo kurtarma teknigi calismalari

Yetersiz polenler ile délleme sonucu olusan embriyonun kurtarilmasi teknigine
gore yapilan bir arastirmada hiyarda 1sinlanmis polenlerle in situ uyartim sonucu elde
edilen degisik gelisme safhalarindaki haploid embriyolar in vitro Xkiiltiire alinarak
bitkiye doniistiiriilmeye calisilmigtir. Bu amagla yilin degisik mevsimlerinde dort
degisik hiyar genotipinden elde edilen embriyolar steril kosullar altinda E20 A ortami
tizerinde kiiltire alimmuslardir. Embriyolarin bitkiye doniisiim oranlart ile bitkiye
doniigsme siireleri ve elde edilen bitkiciklerin in vitro gelisimleri incelenmistir. Ayrica
bu bitkiciklerin in vitro klonlamayla cogaltim olanaklar1 arastirilmis ve cogaltim
katsayilar1 belirlenmistir. Ileri gelisim safhalarindaki haploid embriyolar, globiiler
safhadakilere gore daha kisa siirede (3.5 giinde) ve daha yiiksek oranda (1. yil % 60, 2.
yil % 80) bitkiye doniismiislerdir. Mayis—eyliil aylar arasinda in vitro kiiltiire alinan
embriyolardan yilin 6teki donemlerine gore daha fazla sayida haploid bitki elde
edilmistir. ikinci y1l haziran ayinda embriyolarin bitkiye doniisiimleri % 80’e ulagmustir.
Elde edilen bitkicikler kullanilan besin ortami iizerinde saglikli bir sekilde gelismisler
ve klonlamayla kolayca cogaltilmiglardir. Arka arkaya yapilan cogaltimlar arasinda
gecen siire yaklagik 30’ar giin olmus ve bitki basina elde edilen celik sayis1 da 3-12
arasinda degismistir. Meyve basina haploid bitki sayis1 ¢ok yiiksek olmamakla beraber,
iki yilin sonunda 4 genotipten toplam olarak 190 adet haploid bitki elde edilmistir
(Caglar ve Abak 1999).

Baska bir calisma ise daha sonra in vitro da kiiltiire almak {izere in sifu olarak
elde edilen embriyolarin daha kolay, hizl, etkili sekilde ayrilmasi ve c¢ikartilabilmesi

icin kullanilabilecek yontemlerin {iizerine yogunlasmistir. Bu calismada, kontrol
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uygulamast olarak “tohumlarin tek tek acilarak embriyolarin kurtarilmasi” yontemi
kullanilmigtir. Bu yonteme alternatif olarak “tohumlarin hepsinin dogrudan besin
ortamina ekimi”, “tohumlara 1sikta bakarak embriyolu tohumlarin ayrilmasi” ve
“tohumlarin hepsinin sivi ortama ekimi” olmak {izere 3 yeni yontem denenmistir.
Calismada bitkisel materyal olarak, Fusarium oxysporum’un farkli irklarina dayanikl
GM4 kademesindeki 1slah materyali kullamilmistir. 300 Gy gama 1simiyla 1sinlanmis
cicek tozu kullanilarak yilin ilkbahar aylarinda yapilan denemeler sonucunda, meyve
basina elde edilen ortalama embriyo sayilar tek tek agma yonteminde 7.7 ile en yiiksek
cikmig, bunu daha sonra sirayla 6.8 adet ile tohumlarin hepsinin besin ortamina ekimi,
5.7 adet ile tohumlara 1s1kta bakarak embriyolu tohumlarin ayrilmasi izlemis; fakat bu
ic uygulama arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmamistir. Tohumlarin
hepsinin sivi ortama ekimi uygulamasinda ise embriyo gelisimi saglanamamis ve
yilksek oranda enfeksiyon sorunu meydana gelmistir. Gerekli siire ile birlikte
degerlendirildiginde en iyi uygulamanin tohumlarin hepsinin besin ortamina ekimi

yontemi oldugu goriilmiistiir (Baktemur vd. 2010).

2.2. Ayciceginde in vitro Calismalar

Bu boliimde aycicegi ile ilgili in vitro ¢alismalar verilmistir. Daha sonraki alt
bashkta ise yine ayciceginde yapilan ve haploid bitki elde etme amacim giiden

calismalara deginilecektir.

Ozyigit vd. (2006) tarafindan yapilan calismada Tiirkiye icin ekonomik &nemi
olan Trakya 80, Trakya 129, Trakya 259, Trakya 2098, and Viniimk 8931 adli bes farkl
ayciceginin ( Helianthus annuus L.) kallus gelisimi ile siirgiin ve kok organogenesisi
elde edilmistir. Olgun embriyolar cesitli bitki bilyiime diizenleyiciler ile desteklenen MS
besi yerinde kiiltiire alinmistir. Kallus baglatimi icin MS + 1 mg/l 2,4-D, siirgiin
rejenerasyonu icin MS + 1 mg/l benziladenine ve 0.5 mg/l a-naftalenasetik asit
kullanilmigtir. Tiim genotiplerde kallus uyarim orant %80-92 civarindadir. Trakya 259

genotipi en iyi siirgiin rejenerasyonunu (%44) vermistir. Tiim rejenerantlar 1 mg/1 indol-
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3-biitirik asit iceren ve hi¢ hormon icermeyen MS besi yerlerinde koklenmistir. Bu
sonuclar olgun embriyolarin indirek bitki rejenerasyonu icin alternatif bir kaynak

olabilecegini gostermistir.

Bir bagka calismada, ay¢icegi bitkisinden embriyo kiiltiirii yontemi kullanilarak
elde edilmis olan bitkilerin sogukta muhafaza edilerek korunmasina ve bu bitkilerde
olusan anatomik ve karyolojik degisimlerin belirlenmesine ¢alisilmistir. Kontrol grubu
bitkileri kum ortaminda ¢imlendirilerek elde edilmistir. Deney grubu bitkileri ise, MS
besi ortaminda embriyo kiiltiir yontemiyle yetistirilen bitkiler ve bunlarin bir kisminin
diisiik 1s1da muhafaza edilmesiyle elde edilen bitkilerden olusmustur. Yapilan anatomik
degerlendirmede, deney grubu bitkilerinin epiderma, korteks parankimasi, parankima,
iletim demetleri gibi yapilarimin kontrol grubuna gore farkliliklar gosterdigi
belirlenmistir. Mitotik indeks degerleri kontrol grubunda %22.98, deney grubu kiiltiir
ortaminda yetisen bitkilerde %60.00, sogukta muhafaza edilmis bitkilerde ise %10.15
olarak belirlenmistir (Akpinar 2006).

Tiirkiye’nin Trakya bolgesinde yetisen 16 farkli aycicegi hibritinin kullanildig
bir ¢alismada ii¢ farkli metod kullanilarak ( i- ¢imlenme sirasinda testay1 ayirmadan
yiizey sterilizasyonu, ii- testay1 ayirarak yiizey sterilizasyonu, iii- 1slak pamuk {izerinde
cimlenme sirasinda testay1r ayirmadan) elde edilen bitkilerin degisik eksplantlar cesitli
hormon konsantrasyonlar igeren farkl kiiltiir ortamlarina transfer edilmistir. Kotiledon
ve hipokotil eksplantlart verimli sonuclar vermistir. Eksplant bazinda incelendiginde
dogal ve hibrit tiirler arasinda rejenerasyon ve kallus olusumu acisindan farklar

bulunmustur (Arda 2004).

Giirel ve Kazan (1998) tarafindan ayc¢icegi (Helianthus annuus L.) hiicre veya
dokularindan etkin bir bitki rejenerasyon sistemi gelistirmek amaciyla, farkli eksplant
tipleri ve hormon kombinasyonlarinin kullanildig1 degisik rejenerasyon protokolleri
karsilastirilmistir. Ozellikle bazal kisimlardan olmak iizere, kotiledon eksplantlarindan
somatik embriyogenesis elde edilmis, fakat genotipik varyasyonunun hem somatik
embriyo hem de kok {iiretimi igin en kritik faktor oldugu gozlenmistir. Siirgiin-ucu
eksplantlarindan  siirgiin ~ tiretimi  bakimindan 10  farkli  aycicegi  cesidi

karsilastirlldiginda, s6z konusu varyasyon ¢ok daha belirgin olarak ortaya c¢ikmuistir.
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Somatik embriyo iiretimini artirmak amaciyla kiiltiir sartlarinin gelistirilmesi gerekli
goriilebilir. Hipokotil segmentlerinden elde edilen ince hiicre katmanlan ise bitki

rejenerasyonu agisindan basarili bulunmamaistir.

2.2.1. Ayciceginde haploidizasyon calismalari

Bu boliimde gerek in vitro androgenesis gerekse in vitro ginogenesisi kapsayan
ve aycicegi ile yapilan baz1 ¢aligmalara yer verilecektir. Boylelikle bu calismada takip

edilen yolun literatiir agisindan alt yapisina goz atilacaktir.

Oncelikle Coumans ve Zhong (1995)’un bildirdigine gore onceki girisimlerin,
rutin olarak onayli double haploid aygigegi iiretiminde kullanish olmadigi yoniindedir.
Kendi yaptiklar1 calismada anter duvari, anter sapi, parankimatik vaskiiler demetler ve
cok hiicreli tily tipi yapilar gibi somatik dokularin yiiksek reaktivitesinin iistesinden
gelmek icin izole mikrosporlan test etmislerdir. Siv1 kiiltiirde (1 mg/l NAA, 0.2 mg/l
BA ve 0.44 M maltoz iceren N6 ortami) filtrasyon ve yogunluk gradiyenti kullanarak
asimetrik ve simetrik mikrospor boliinmeleri elde etmislerdir. Ancak tily benzeri
yapilardan gelen kontamine edici hiicre ya da hiicre gruplar1 olduk¢a reaktif oldugundan
kallus olusturmaya daha yatkin oldugunu bulmuslardir. Dolayisi ile kiiltiiriin ikinci
giiniinden sonra son derece canli ve siskin olan mikrosporlarin bir popiilasyonunu elde
etmek icin ikinci bir saflagtirma gerekli goriilmiistiir. Bu prosediirii kullanarak somatik
kontaminantlardan kaginmanin yani sira, canlilik ve baslangic boliinme orani agisindan
mikrospor cevabinin artirtlmasi ve bir etilen Onciilii olan aminosiklopropan karboksilik
asit eklenmesinin ardindan siirekli boliinme ve mikrokallus olusumu eldesi miimkiin

kilinmigtir.

Aycicegi ile yapilan baska bir calismada ginogenik double haploidlerin
tekrarlanabilir rejenerasyonu i¢in gerekli kosullar arastirilmistir. 4 dondr ve 4 alict hibrit
bitki iceren 48 uygulama gerceklestirilmistir. Polenler 300 Gy, 600 Gy ve 900 Gy

dozlarinda 1sinlanmistir. Kendileme sonucu toplamda 1107’°si bitki olusturan 2279
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embriyo elde edilmistir ve bu bitkilerin 582’si tohum olusturmustur. Rejenerantlarin
ploidi seviyeleri iki-li¢ yaprakli asamada incelenmis ve 296’simnin haploid oldugu
bildirilmistir. Bu bitkilerin bazilarn kendiliginden dihaploid olmusken digerleri
kromozom duplikasyonu igin kolsisinle muamele edilmistir. Diploidler ginogenik
kokeninin tespiti i¢in genetik ve biyokimyasal yontemler ile kontrol edilmistir. Metodun
etkinligi -tarimsal olarak kullanigh olarak ifade edilen DH (Double-haploid) hatlarinin
sayis1 (Fertil ve mildiydye dayanikli, dalli ve dallanmamais bitkilerin ortalama sayis1)- %

8,6 dolayindadir (Todorova vd. 1997).

Yine baska bir ¢alismada ¢icek morfolojisi ve gelisim evreleri arasindaki
korelasyonu belirlemek i¢in ay¢iceginin tiip ciceklerindeki yumurtaliklar seri kesitler ile
histolojik olarak incelenmistir. Bu veriler temelinde embriyo kesesi izolasyonu ig¢in
gozle goriilen stigma ve uygun kivrimlhi yiizeye sahip cigekler segilmistir. Bu
ciceklerdeki yumurtaliklarin ~%?20’si dollenmemis iken, ~%75’1 dollenmis zigot
asamasindaki embriyo kesesi olusturmus ve geri kalan yumurtaliklarda ise iki hiicreli
proembriyo iceren embriyo keseleri olugmustur. Embriyo keseleri stereo mikroskop
altinda elle igne yardimi ile disekte edilmis veya elle izolasyondan sonra 4-5 saat
sireyle enzimlerle muamele edilmistir. Enzim olmaksizin izole edilen embriyo
keselerinin canlilign floresan diasetat boyamaya gore % 90’dan fazla olmustur ve
kiiltiirin  72. saatinden sonra ~%3 dolayina inmistir. Izolasyon sirasinda enzim
kullanimi, yumurta hiicrelerini koruyan dokularin uzaklastirllmasinin sorunun bir
parcast oldugunu destekler sekilde embriyo kesesi canliligimi azaltmistir. Embriyo
kesesi canliligini etkileyen diger faktor ise ortamin osmolalitesidir. Canli kalan embriyo
keseleri in vitro da kiiltiire alinmistir. %9 siikroz iceren sivi ortamda zigot evresindeki
embriyo keselerinin yaklasik %10’u globular embriyo gelistirmis fakat embriyolarin
sonraki biiylimeleri anormal olmusg ve kallus olusturmustur. Embriyo kdkenli kalluslarin
NAA ve kinetin iceren katt MS ortama transferi sonucu organogenesis meydana
gelmistir. Embriyo keseleri, Brassica napus’un androgenik mikrosporlar1 ve mikrospor
kokenli embriyolan ile birlikte kiiltiire alindiginda embriyo keselerinin yaklasik % 11°1
biiyime ve gelisme gostermistir. Kiiltiire alinan embriyo keselerinin embriyolojik
arastirmasinda endotelyum dis1 bilyiime ortaya cikmustir. (Popielarska ve Przywara

2003).



51

Todorova vd. (2004) tarafindan, partenogenetik uyartim icin baslangi¢ disi
materyali olarak kullanilan hibritlerin ve Helianthus annuus L. hatlarinin partenogenetik
reaksiyonu karsilastirmali olarak calisilmistir. Hibritlerin ortalama partenogenetik yaniti
bu hatlara oranla olduk¢a yiiksek bulunmustur. Baslangic disi materyali olarak
kullanilan hatlarin (2607 A, 2607 B, 1607 A, 1607 B, 1234 A ve 1234 B) ortalama
partenogenetik yaniti, hibritlerin (Albena, Viki, Euroflor, Perla and San Luka) ortalama
yamtindan diisiiktiir. Incelenen hatlar icinde, hibritlerde gozlendigi gibi, partenogenetik
indiiksiyon ile ilgili spesifik bir genotipik reaksiyon tespit edilememistir. San Luka ve
Perla hibritleri goreceli olarak yiiksek bir partenogenetik yanit vermistir. Sonug¢larin
analizi goOstermistir ki disi genotiplerin partenogenetik cevabimin en uygun ifadesi
agirlikl olarak polen kaynag ile etkilesimine baghdir. Rf 673 kodlu polen kaynag,
partenogenetik reaksiyon acisindan hat Rf 147’ye kiyasla Perla, San Luka ve Viki
hibritlerinde ortalama 3.4 defa daha iyi bulunmustur. Sonug¢ olarak polen kaynaginin
partenogenesis-uyaric1  yetenedi iizerindeki etkisi sayesinde disi  genotipin

partenogenetik cevabinin ifadesi acisindan y-1s1n1mi etkili bulunmustur.

Baska bir calismada hibrit bir aycicegi olan Albena c¢esidinde mikrosatellit
markerler (SSR) kullamlarak gama 1sim1 ile uyarilmis partenogenesis metodu ile
gelistirilmis diploid bitkilerin, double haploid kokeni incelenmistir. Diploid bitkilerin
soy analizinde iki kodominant lokasyon karakterize edilmistir. Polen kaynagi olarak
fertil restorer hat olan 937 R kullamilmistir. Polenler 700 Gy gama 1sinina maruz
birakilmigtir. Bu bitkilerin olusum ve gelisim siirecine, polenlerin kendi genetik
materyali ile katilmadiginin bir kaniti olarak analiz edilen hatta incelenen her iki
lokusta, polen kaynagi i¢in spesifik olan alel gozlenmemistir. Paralel olarak SSR analizi
gostermistir ki incelenen bitki soylar1 her iki lokus i¢inde homozigottur. Bu veriler,
hibrit Albena’da elde elden diploid bitkilerin double-haploid kdkeninin embriyo kiiltiirii
ile kombine edilen 1sinlanmis polen kullaniminin sonucu oldugunu desteklemektedir

(Drumeva vd. 2005).

Bu ginogenesis temelli arastirmalara ek olarak asagida verildigi {izere
androgenesis esasina dayanan calismalar da mevcuttur. Giiniimiizde, kiiltiire alinan
anterlerden mikrospor kokenli embriyo iiretimi bir¢ok tarimsal bitkide homozigot hatlar

izole etmek icin kullanilan ve iyi bilinen bir tekniktir. Thengane vd. (1994) yaptiklar
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calismada dort aycicegi genotipinde anterlerden embriyo iiretimi ve bitki rejenerasyonu
icin bir kiilltir yontemi tanmimlamistir. Baslangic denemeleri icin, tek cekirdekli
mikrosporlari iceren anterler 1.0 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l BA ve 40 g/l siikroz iceren MS,
Gamborg's BS5, Nitsch and Nitsch ve White's W olmak iizere dort farkl tip temel besi
yerinde kiiltiire edilmistir. Embriyo uyartimi daha iyi olan MS temel ortam1 sonraki
denemeler igin kullamilmistir. Kiiltiiriin gereklerini optimize etmek i¢in MS temel
ortami 0.2-2.0 mg/l 2,4-D ve 0.5 ile 1.0 mg/l BA ile desteklenmistir. Embriyojenik
verim i¢in soguk On uygulama, hormon rejimi ve siikroz konsantrasyonun etkisi test
edilmistir. Embriyo uyartimu kapasitesi iizerinde genotipin Onemli bir etkisi
bulunmustur. Bir etilen inhibitérii olan gilimiis nitrat (2.5 mg/l) ilavesi embriyo
cimlenmesini stimiile etmistir. Sadece tek bir genotipten olusan embriyolardan bitki

(10-15%) elde edilebilmistir.

Baska bir calismada kat1 ortama konulan aycicegi anterleri 12 giin sonra kallus
ve embriyo olusturmustur. Embriyogenesis, anter ve besi yerindeki kahverengilesmeyi
azaltan 0.1% oraninda PVP (Polivinilpirolidon) eklenmesi sonucu daha iyi olmustur.
Diger tiirlerde oldugu gibi anter cevabinda genotipik varyasyon onemli bir parametredir
ve besi yeri genotip etkilesimi genotipe bagli farkli PVP etkisiyle birlikte
onerilmektedir. Embriyo cimlenmesi, siikroz konsantrasyonunun azaltildigi (%10 =>
%6 => %3) cimlenme ortaminda biiyilk oranda artmistir. Kiiltiiriin ilk on giinii
siiresindeki anterlerin histolojik incelemesi gostermistir ki bu aragtirmanin kosullar
altinda, elde edilen embriyolar ya direk olarak anterin i¢ veya dis kismindan ya da
indirek olarak anter duvarindan veya koruyucu doku kokenli kalluslardan kdken almis
ve dolayisiyla somatik kokenli olmustur. Sonug¢ olarak 78 embriyo kokenli bitkinin
Feulgen boyama veya flow sitometrik analizleri gostermistir ki tiim bitkiler diploid

(2n=34)’tir (Zhong vd. 1995).

H. annuus ile H. tuberosus, H. laetiflorus ve H. resinosus’un tiirler arasi
hibritlerinin anter kiiltiiriinden kallus olusumu ve direk embriyogenesisi icin alt1 farkli
indiiksiyon ve dort rejenerasyon ortami kullanilarak optimizasyon elde edilmistir. farkl
kiiltiir kosullart (30°C/35°C ve farkli karanlik denemeler) altinda kullanilan bir medya
kombinasyonu (MS-I3, MS-R3 ve MS-R4), anter basina embriyo ortalamasi 8.5 olmak

kaydiyla % 92.7 civarinda embriyojenik anterler vermistir. Ancak kallus olusumunun
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yani sira direk embriyogenesis olusumu genotipe ve denemeye 6zgii giiclii bir reaksiyon
gostermistir. Kullanilan 4 genotipin 5600 anterinden 2000 den fazla bitki rejenere
olmustur. Elde edilen rejenerantlarin androgenik kokeni, morfolojik ozellikleri ve

izozim analizleri ile karakterize edilmistir (Nurhidayah vd. 1996).

Saji ve Sujatha (1998) ise ay¢icegi (Helianthus annuus L.) anterlerinden yiiksek
frekansl kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu elde edilen bir protokol tanimlamistir.
Anterlerin kallus olusumu ve devaminda embriyogenesis yeteneginin arttirilmasi igin
2.0 mg/l NAA ve 1.0 mg/l BA ile desteklenmis MS ortaminda farkli degiskenler test
edilmistir. Bunlardan agar konsantrasyonu, siikroz konsantrasyonu ve karbonhidrat
kaynag1 kallus olusumu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip iken, 1s1kli ve karanhk
kosullarda inkiibasyon, anter inokulasyonundan énce 1-6 giin siireyle kapitulanin soguk
on muameleye tabi tutulmasi ve genotipin kallus olusumu iizerinde onemli bir etkisi
gozlenmemistir. Ancak cesitli ortamlardaki kalluslarin 0.1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA
iceren ortama transferi sonucu uygulanan her faktor, embriyogenesis iizerinde hayli
onemli bir etkiye sahip olmustur. Gelistirilen prosediirle hemen hemen %100 kallus
olusumu ve %44 embriyo olusumu elde edilmistir. Tam gelismis embriyolar olugsmasina
ragmen bunlarin tam bir bitkiye doniisiim sikligi diisiiktiir (14.3%). Bu nedenle coklu
siirgiinler elde etmek i¢in, embriyo olusturan embriyojenik kalluslar 0.5 mg/l BA iceren
MS ortama transfer edilerek embriyojenik yol baypas edilmistir. Uzayan siirgiinler 0.5
mg/l NAA igeren ¥2 MS ortaminda koklenmistir. Sitolojik analizler ortaya koymustur ki
koklenen bitkilerdeki haploidi oram1i % 8.3 iken embriyojenik kalluslarm ve
embriyolarin haploidi oram1 % 30 civarindadir. Yine de arastiricilar, elde edilen haploid
bitkilerin frekansinin, rejenerantlarin nodal eksplantlar1 kullanilarak yapilan Kkitle

cogaltim ile arttirilabilecegini bildirmislerdir.

Bir bagska calisma ise ayciceginde yabani Helianthus ile yapilan tiirdigi
hibritlerin kiiltir bilesenlerini optimize etmek i¢in yapilmistir. Tek cekirdekli
mikrosporlari igeren anterler farkli hormon kombinasyonlarini iceren temel MS ortamda
kiiltiire alinmistir. 2,4-D varliginda kallus uyartimi hizh ve cogalma yiiksek iken, ortam
sitokinin ve oksin icerdiginde ise diisiikk olmustur. Fazla sitokinin ve oksin kallus
uyartiminda 6nemli olmamistir. BA ve kazein hidrolizatin arttirilmis/uygun miktariyla

Rejenerasyon potansiyeli artmigtir. Kinetin, kallus rejenerasyon frekansi {iizerinde
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spesifik bir etki gostermemistir. Genotip ise kallus uyarimi ve bitki olusum kapasitesi
tizerinde onemli bir etkiye sahiptir. H.annuus x H.tuberosus optimum kiiltiir ortaminda
bitki olusumu acisindan ¢ok iyi cevap vermistir. H.annuus x H.tuberosus‘un tiirler arasi
hibritinin androgenesisi embriyo asamasini geride birakarak bitkiler olusturmustur

(Vijaya Priya vd. 2003).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda Aycicegi (Helianthus annuus L.) bitkisinin iki farkli 1slah
hatt1 kullanilmistir. Tohumlar 2010 yilinda Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden
temin edilmigtir. K3R-SN:10/2010 (Bu ¢alismada G1 olarak adlandirilacaktir) ve K3R-
SN:4/2010 (Bu calismada G2 olarak adlandirilacaktir) kod numarasina sahip bu hatlar
orabans ve mildiydye dayanmiklilik geni tasiyan hatlarin melezleridir ve melezleme
isleminden sonra ii¢ defa kendilenmislerdir (F,). Enstitiiden alinan tohumlar Trakya
Universitesi Havsa Meslek Yiiksek Okulu’ndaki doku kiiltiirii laboratuvarina getirilmis
ve c¢imlendirilmeleri buradaki iklim odasinda yapilmistir. Elde edilen fideler yine bu
okulun uygulama seralarinda yetistirilmis ve caligmanin devaminin bir kismi buradaki
doku kiiltiirii laboratuvarinda bir kismi ise Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii doku kiiltiirli, sistematik arastirma ve mikroskobik  gdriintiileme

laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Donor bitkilerin yetistirilmesi ve kapitulum alimm

Her iki genotipin tohumlari, 2010 ve 2011 Nisan ayindan baslamak iizere ve her
aybaginda bir kez olmak kosulu ile Mayis, Haziran ve Temmuz aylar1 boyunca, 28
gozli viyollerde ve torf igerisinde, her goze bir tohum gelecek sekilde cimlendirilmeye
birakilmistir. Dolgun ve saglikli goriiniime sahip tohumlarin kullammina dikkat

edilmistir. Cimlendirme islemi ortalama nemin yaklasik %60 oldugu, 25 + 2 °C
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sicakliktaki, 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyot kosullarindaki iklim odasinda
gerceklestirilmistir. Tohumlar her giin musluk suyu ile sulanmig ve torfun
kurumamasina dikkat edilmistir. Bes giin bu ortamda bekletilen viyoller ¢imlenen
tohum sayis1 kaydedilerek sera kosullarina alinmistir. Sera kosullarindaki bitkiler
haftada bir defa musluk suyu ile sulanmis ve mekanik olarak yabanci ot miicadelesi
yapilmistir (Sekil 3.1). Cimlendirme isleminden itibaren iki ay siiresince bu siire¢ aynen
devam etmistir. Bitkilerde kapitulum olusumu baslamasina miiteakip, sabah saat 9:00
siralarinda uygun tomurcuklar makas yardimi ile kesilerek laboratuvara getirilmistir.
Denemelerde yalnizca apikal kapitulumlar kullamilmis (Sekil 3.2), yan dallardaki
kapitulumlardan 6rnek almmamistir. Ayrica dondr bitkilerin yetisme kosullar
iizerindeki mevsimsel etkileri en aza indirmek i¢in her dort ay icerisinde yetismis

bitkilerden alinan anterler her deneme gurubu i¢in karisik olarak kullanilmistir.

Sekil 3.1: Sera kosullarinda yetistirilen aycicegi bitkileri
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Sekil 3.2: Ayciceginin heniiz agmamis apikal kapitulumu

3.2.2. Tek cekirdekli mikrospor eldesi icin uygun cicek boyunun belirlenmesi

Literatiirdeki bilgilere ek olarak, tek ¢ekirdekli evredeki mikrosporlarin
bulundugu anterlerin hangi boydaki tomurcuklarda bulundugunu ve bu tomurcuklarin
hangi biiyiikliikteki kapitulumlarda mevcut oldugunu belirlemek i¢in bazi incelemeler
yapilmistir. Bu incelemelerde 3, 4, 5 ve 6 cm capindaki kapitulumlar ayr1 gruplar
halinde toplanarak laboratuvara getirilmis ve iclerinden 3, 4, 5 ve 6 mm boyundaki
cicek tomurcuklart izole edilmistir. Bu tomurcuklardan, bistiiri ve igne yardimi ile
stereo mikroskop altinda ¢ikarilan anterler asagidaki metoda gore boyanarak Olympus
marka fotomikroskopta incelenmis ve mikrosporlar fotograflanmistir. Ayn1 zamanda
mikrosporlarin  boylart Olciilmiistir. Her bir c¢icek tomurcugundan {i¢ anter

incelenmistir.

Aseto-karmin ezme metodu,

e Anterler 1 N HCI’de 60 °C’lik etiivde 10 dk. hidroliz edildi
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¢ Anterler distile su ile yikanarak lam {izerine alindi

e Jilet yardimi ile bir miktar parcalanan anterlerin lizerine bir damla % 1°lik aseto-
karmin damlatildi

o Uzerlerine lamel kapatilarak lam ve lamel arasinda ezildi

¢ Daimi hale getirilmeden mikroskopta incelendi

3.2.3. Kapitulumlarin sterilizasyonu ve anter izolasyonu

Yapilan incelemeler sayesinde tek cekirdekli mikrosporlarin bulundugu uygun
anterleri iceren tomurcuklarin 3-4 cm’lik capa sahip olan kapitulumlarda daha fazla
bulundugu tespit edilmis ve calismada bu boydakiler kullamilmistir (Sekil 3.3).
Kapitulumlar steril gazli bezlere sarilarak steril cam bir huni icerisinde bir saat siire ile
musluk suyu altinda bekletilmistir. Bunu takiben dis yiizeyindeki braktelerin uglar
kesilerek (Sekil 3.3), steril kabinde %15’lik ticari Domestos ¢amagsir suyunda 20 dk.
siire ile bekletilmistir. Kapitulumlarin icinde bulundugu beherler sik sik calkalanarak
camagsir suyunun iyice niifuz etmesi saglanmistir. Ardindan farkli bir steril beher i¢inde
tic defa steril distile su ile yikanan kapitulumlar, % 70’lik alkol c¢ozeltisinde 2 dk. siire
ile calkalanmistir. Son olarak tekrar ii¢ defa steril distile su ile durulanan kapitulumlar
anter izolasyonu i¢in hazirlanmistir. Steril kapitulumlardan stereo mikroskop altinda
cicek tomurcuklari izole edilmistir. Heniiz a¢ilmamis, rengi sariya donmemis ve 3-4
mm boyundaki cicek tomurcuklar1 (Sekil 3.5) bistiiri ile kesilerek ayrilmistir. Sar1 renkli
tomurcuklar polenlerin olgunlagsmis olmasi dolayisiyla ¢alismada kullanilmaya uygun
goriilmemistir. Kapitulumdan ayrlan ¢igek tomurcuklar steril igne ve bistiiri yardimi
ile yine stereo mikroskop altinda agilarak stamenler ¢ikarilmis ve anterler filament
kisimlarindan arindirilarak izole edilmistir (Sekil 3.4). Bu anterler hi¢ bekletilmeden

besi yeri lizerine aktarilmistir.
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Sekil 3.3: Calismada kullanilan kapitulumlar. Solda 4 cm capinda ve brakte uglar1 kesilmemis,
sagda ise 3 cm capinda ve brakte uclar1 kesilmis aycicegi kapitulumlari.

Sekil 3.4: Stereo mikroskop altindaki ayg¢icegi anterleri (Bar =1mm)
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Sekil 3.5: Ayciceginin agmamis tiip cicek tomurcuklari. (a) 5-6 mm boyundaki rengi sariya
donmiis tomurcuklar, (b) 3-4 mm boyundaki yesilimsi beyaz renkli tomurcuklar.
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3.2.4. Besi yerlerinin ve stok soliisyonlarin hazirh@ ve sterilizasyonu

Bu caligmada kullanilan stok soliisyonlar hazirlandiktan sonra en ¢ok 15 giin
boyunca kullanilmis sonra tekrar tazelenmistir. Besi yerlerinin pH 11 ayarlamak icin
kullanilan NaOH (Sodyum hidroksit) 1 N olarak 50 ml hazirlanmistir. HCI (Hidroklorik
asit) ise % 10’luk cozelti halinde 50 ml hazirlanmistir. pH metrenin kalibrasyonu i¢in
pH 4 ve pH 7 bufferleri 50 ml olarak hazirlanmistir. Her calismadan dnce pH metrenin
kalibrasyonu yapilmistir. Besi yerinde kullanilan hormonlar (NAA ve BA) 1 mg/ml’lik

stoklar halinde hazirlanmigtir.

Arastirmada katt MS (Murashige ve Skoog 1962) temel besi yeri kullanilmigtir
(Cizelge 3.1). Ozellikle bu besi yerinin secilme sebebi literatiirde aygiceginin anter
kiiltiirii caligsmalarinda en verimli besi yeri olmasindandir (Thengane vd. 1994, Saji ve
Sujatha 1998, Vijaya Priya vd. 2003). Ayrica 6n denemelerde bu durum tespit
edilmistir. MS besin c¢ozeltisine sitkroz (30 g/l) eklendikten sonra bitki biiyiime
diizenleyicilerinin degisik kombinasyonlan ile desteklenmistir (0, 0.5, 1, 2 mg/l NAA
ve/veya 0, 0.5, 1, 2 mg/l BA ). Ortamin pH’st NaOH ve HCI kullanilarak 5.8’e
ayarlanmig ve ardindan agar (7 g/lI) eklenmistir. Daha sonra besi yerleri 1 atmosfer

basingta ve 121 °C’de 15 dk. siire ile otoklavlanmuistir.
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Cizelge 3.1: Bu calismada kullanilan MS (Murashige Ve Skoog 1962) temel besin ortami igerigi

Makro Elementler mg/1
KNO; 1900
NH4NO; 1650
CaCl,.2H,O 440
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170
Mikro Elementler

K1 0.83
H;BO; 6.20
MHSO4.4H20 22.3
ZnS04.7H,O 8.6
Na2M004.2H20 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FCSO4.7H20 27.8
Na,EDTA 37.3
Vitaminler

Pyrodoxine HCI 0.5
Glycine 2.0
Nicotinic Acid 0.5
Thiamine-HCl 0.1
Myo-inositol 100
Karbonhidratlar

Siikroz 30 000

3.2.5. Anter Kkiiltiirii baslangic ortamlarinin hazirlanmasi ve inkiibasyonu

Yukanda tarif edildigi sekilde izole edilen anterler temel MS ortamina
aktarilmistir. Bu amacgla bitki biiyiime diizenleyiciler 16 farkli kombinasyonda
ortamlara eklenmistir (Cizelge 3.2). Toplamda her kombinasyondan 24’er petri (90 mm
capli) hazirlanmig ve her petriye 35 ml besi yeri dokiilmiistiir. 16 kombinasyon
bulundugu icin toplamda 16x24=384 petri hazirlanmistir. Her bir petriye 15’er adet
anter transfer edilmis ve petrilerin etrafi parafilm ile kapatilmistir. Denemeler 2010 ve
2011 yilarinda birer kez tekrarlanmistir. Denemelerde iki farkli genotip ve iki farklr 151k

uygulamast mevcuttur. Her iki genotipe ait anterlerin yaris1 siirekli karanlikta
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(aliminyum folyo ile petriler kapatilmistir) yarisi ise 16/8 saat aydinlik/karanlik
fotoperiyot kosullarinda inkiibe edilmistir. Denemede kullanilan toplam anter sayilari,

genotip cesidi ve 1siklanma durumu Cizelge 3.3’te verilmistir.

Anter kiiltiirii baslangici i¢in hazirlanan ortamlara alinan anterler, ayni besin
ortaminda iki haftada bir alt kiiltiire alinmis ve 6 hafta siire ile inkiibe edilmistir. Direk
embriyo olusturan anter sayisi, kallus (embriyojenik veya nonembriyojenik) olusturan
anter sayisi, embriyojenik kallus olusturan anter sayisi, kararma gozlenen anter sayisi

alt1 hafta boyunca her hafta kaydedilmistir.

Cizelge 3.2: Kullanilan besi yeri kombinasyonlar1

Besi yeri kodu BA miktar NAA miktan Oksin/Sitokinin
Oram
Al 0 0 -
A2 0.5 mg/l 0 -
A3 1 mg/1 0 -
A4 2 mg/l 0 -
AS 0 0.5 mg/1 -
A6 0.5 mg/l 0.5 mg/1 1
A7 1 mg/l 0.5 mg/l 172
A8 2 mg/l 0.5 mg/l 1/4
A9 0 1 mg/1 -
Al0 0.5 mg/1 1 mg/1 2
All 1 mg/l 1 mg/l 1
Al2 2 mg/l 1 mg/1 172
Al3 0 2 mg/l -
Al4 0.5 mg/1 2 mg/l 4
Al5 1 mg/l 2 mg/l 2

Al6 2 mg/l 2 mg/l 1
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Cizelge 3.3: Anter baslangig kiiltiiriinde kullanilan genotip, 151k ve hormon kombinasyonlari ile

toplam anter sayilari

Genotip Isik Besin Toplam Toplam
cesidi uygulamasi ortam cesidi petri sayis1  anter sayisi
G1 (K3R-SN:10/2010) Karanlik 16 hormon 3x2x16=96  96x15=1440
G2 (K3R-SN:4/2010) Karanlik kombinasyonu 3x2x16=96  96x15=1440
G1 (K3R-SN:10/2010) Fotoperiyot iceren besi 3x2x16=96  96x15=1440
G2 (K3R-SN:4/2010) Fotoperiyot ortamlarimin her  3x2x16=96  96x15=1440
birinden 3x2
Toplam (tekrar sayis1) 384 5760
adet petri
kullanilmistir

3.2.6. PVP (Polivinilpirolidon) muamelesi

Kiiltiir siiresince eksplantlarda meydana gelen kahverengilesme iizerindeki
etkisini 6l¢mek iizere bir anti-oksidan olan PVP ile de denemeler kurulmustur. Anter
baslangi¢ ortamlarinda en iyi sonucu veren hormon kombinasyonu (1 mg/l BA, 2 mg/l
NAA) secilerek bu caligmada sadece o kullanilmistir. MS besi yerine hormonlar ve
sikkroz (30 g/l) eklenmis, pH 5.8’e ayarlanmis ve ardindan agar (7 g/l) ile PVP’nin
degisik konsantrasyonlan (0, % 0.1, % 0.5 ve %1) eklenerek yukarida tarif edildigi gibi
otoklav ile steril edilmistir. Hazirlanan besi yerleri petri kaplarma 35’er ml
dokiilmiistiir. Her petri kabma 15 anter konulmus ve her deneme igin 2 petri
kullanilmigtir. Deneme iki kez tekrar edilmistir. Kiiltiirler iklim odasinda inkiibasyona
almmistir. Her uygulama icin kullanilan genotip c¢esidi, 1siklanma durumu, PVP
konsantrasyonu, hormon igerigi, kullanilan petri ve anter sayisi Cizelge 3.4te

verilmistir.

Iki hafta da bir anterler aym ortamlarinda alt kiiltiire alinmis ve 6 hafta siire ile
inkiibasyon ortaminda tutulmustur. Haftalik olarak besi yerlerinde kallus olusturan ve

kararan anterler kaydedilmistir.
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Cizelge 3.4: PVP muamelesi uygulama sekli

Uygulama Genotip Isik Hormon PVP Petri Anter
kodu cesidi cesidi ve konst. % sayisl sayisl
miktari
P1 Gl Fotoperiyot 0 2x2=4  4x15=60
P2 Gl Karanlik 0 2x2=4  4x15=60
P3 G2 Fotoperiyot 0 2x2=4  4x15=60
P4 G2 Karanlik 0 2x2=4  4x15=60
Ps5 Gl Fotoperiyot 0,1 2x2=4  4x15=60
Po Gl Karanlik 0,1 2x2=4  4x15=60
P7 G2 Fotoperiyot 0,1 2x2=4  4x15=60
P8 G2 Karanlik 2mg/l NAA 0,1 2x2=4  4x15=60
P9 Gl Fotoperiyot Img/l BA 0,5 2x2=4  4x15=60
P10 Gl Karanlik 0,5 2x2=4  4x15=60
P11 G2 Fotoperiyot 0,5 2x2=4  4x15=60
P12 G2 Karanlik 0,5 2x2=4  4x15=60
P13 Gl Fotoperiyot 1 2x2=4  4x15=60
P14 Gl Karanlik 1 2x2=4  4x15=60
P15 G2 Fotoperiyot 1 2x2=4  4x15=60
P16 G2 Karanlik 1 2x2=4  4x15=60
Toplam 64 960

3.2.7. Kolsisin muamelesi

Bu denemede MS temel besi yeri kullamilmistir. Gerekli hormonlar besi yerine
eklendikten sonra 6nce siikroz (30 g/1) daha sonrada asagida miktarlar1 verildigi sekli ile
kolsisin eklenmistir. pH 5.8’e ayarlandiktan sonra agar (4 g/1) eklenmis ve daha once

anlatilan kosullarda otoklavlanmaistir.

Kolsisin uygulamasi iki asamada yapilmistir. Tlkinde anterler dogrudan degisik
konsantrasyonlarda (0, 0.1, 0.2 g/I) kolsisin iceren ve 2mg/l NAA, Img/l BA ile
desteklenmis MS ortaminda kiiltire alinmis ve 3 giin siire ile bu ortamda inkiibe
edilmistir. Ardindan kolsisin icermeyen ve yukaridaki hormonlan ihtiva eden ortama
almarak 6 hafta kiiltiire edilmistir. Her uygulama i¢in 3 petri kullanilmis ve her petri
kabina 15’er anter konulmustur. Deneme iki kez tekrar edilmistir. Anterler iki haftada
bir ayn1 ortamda alt kiiltiire alinmig ve haftalik olarak kallus olusturan, embriyo
olusturan ve kararan anter sayilar1 kaydedilmistir. Bu denemede yalmzca fotoperiyot

uygulamast yapilmistir. Her uygulama i¢in kullanilan genotip ¢esidi, 1s1iklanma durumu,
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kolsisin konsantrasyonu, hormon icerigi, kullanilan petri ve anter sayisi1 Cizelge 3.5’te

verilmistir.

Cizelge 3.5: Anterlere kolsisin muamelesi uygulama sekli

Uygulama Genotip Isik Hormon Kolsisin Petri Anter
kodu cesidi cesidi ve konst. g/l sayisl sayisi
miktar:

K1 Gl 0 3x2=6  6x15=90

K2 G2 0 3x2=6  6x15=90

K3 Gl Fotoperiyot 2mg/l NAA 0.1 3x2=6  6x15=90

K4 G2 Img/l BA 0.1 3x2=6  6x15=90

KS Gl 0.2 3x2=6  6x15=90

K6 G2 0.2 3x2=6  6x15=90

Toplam 36 540

Ikinci asamada ise anter baslangic kiiltiiriinde elde edilen 6 haftalik kalluslara
hangi ortamda olustuguna bakilmaksizin kolsisin uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.6).
Anterlere kolsisin uygulamasinda bahsedildigi sekli ile aym ortamlarda ve ayni kolsisin
konsantrasyonlarinda 3 giin siire ile bekletilen kalluslar daha sonra rejenerasyon
denemesine alimmistir. Her uygulamadan bir miktar kallus ise sitolojik incelemeler i¢in
ayrilmistir. Her uygulama i¢in kullanilan genotip c¢esidi, 1siklanma durumu, kolsisin
konsantrasyonu, hormon igerigi, kullanilan petri ve kallus sayis1 Cizelge 3.6’da

verilmistir.

Cizelge 3.6: Kalluslara kolsisin muamelesi uygulama sekli

Uygulama Genotip Isik Hormon cesidi ve  Kolsisin Petri  Kallus
kodu cesidi miktari Kons. g/l sayisi sayisl
KK1 Gl 0 3 3x15=45
KK2 G2 0 3 3x15=45
KK3 Gl Fotoperiyot 2mg/l NAA 1mg/l 0.1 3 3x15=45
KK4 G2 BA 0.1 3 3x15=45
KK5 Gl 0,2 3 3x15=45
KK6 G2 0,2 3 3x15=45

—
®

Toplam 270
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Sekil 3.6: Kolsisin muamelesine alinan kalluslar

3.2.8. Rejenerasyon ortamlarimin hazirlanmasi

Yukarida anlatilan tiim denemelerden elde edilmis kalluslardan tam bir bitkiye
ulagsmak icin rejenerasyon ortamlar1 hazirlanmis ve elde edilen tiim yapilar bu ortamlara
aktarilmistir. Oncelikle 0.5 BA ve 0.1 NAA iceren MS ortama aktarilan tiim kalluslar
bu ortamda ve fotoperiyotta (hem karanlik hem fotoperiyot uygulamasindan elde edilen
kalluslar) iki hafta bekletilmis ve ardindan yalnizca sitokinin (0.5, 1 veya 2 mg/l BA)
veya sitokinine ek olarak 0.1 mg/l NAA iceren MS besi ortamlarina aktarimistir.
Rejenerasyon ortamlarinda agar konsantrasyonu 4 g/l olarak kullanilmistir. Her bir
uygulama i¢in iki petri kab1 kullamilmis ve her petriye 15 kallus konulmustur.
Kullanilan genotip c¢esidi, hormon miktari, eksplant tipi ve sayisim1 Cizelge 3.7°de

gorebilirsiniz.
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Cizelge 3.7: Kallus eksplantlarinin rejenerasyon icin yapilan uygulamalar

Uygulama BA NAA Genotip  Eksplant Petri Kallus

kodu mg/1 mg/1 tipi sayisi sayisi
R1 0.5 0 Gl 2 2x15=30
R2 0.5 0.1 Gl 2 2x15=30
R3 0.5 0 G2 2 2x15=30
R4 0.5 0.1 G2 2 2x15=30
R5 1 0 Gl 2 2x15=30
R6 1 0.1 Gl 2 2x15=30
R7 1 0 G2 Kallus 2 2x15=30
RS 1 0.1 G2 2 2x15=30
R9 2 0 Gl 2 2x15=30
R10 2 0.1 Gl 2 2x15=30
R11 2 0 G2 2 2x15=30
R12 2 0.1 G2 2 2x15=30

Toplam 24 360

3.2.9. Kiiltiir ortanm kosullari

Ayc¢icegi tohumlarinin c¢imlenmesi ve yapilan tiim kiiltiirlerin inkiibasyonu,
Havsa Meslek Yiiksek Okulu doku Kkiiltiirii laboratuvarindaki iklim odasinda
gergeklestirilmistir (Sekil 3.7). Soguk floresan lambalar ile aydinlatilan iklim odasinda
ortalama nem % 60 civarindadir. Sicaklik ise tiim uygulamalarda 25+2 °C olarak
ayarlanmigtir. Karanlik uygulamasi yapilacak olan petri kaplar1 aliiminyum folyo ile
sarilarak 151k almasi engellenmis (Sekil 3.8), gozlem yapilacagi zaman los 1s13a sahip
bir odada folyolar acilarak kisa siirede tekrar geri kapatilmistir. Fotoperiyot
uygulamasinda ise Kkiiltiirler 16 saat aydinlik (2000-2200 lux), 8 saat karanlikta

tutulmustur.
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Sekil 3.7: iklim odas1 genel goriiniisii

Sekil 3.8: Karanlik uygulamasindaki kiiltiirler
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3.2.10. Sitolojik incelemeler ve ploidi seviyesi tespiti

Elde edilen kalluslardan bir kismi hiicrelerin ploidi seviyelerini belirlemek
amactyla sitolojik incelemeler i¢in ayrilmistir. Sitolojik incelemeye alinan kalluslar,
genotip c¢esidine gore, karanlik ya da 1sikta olugsmus olmasina gore veya kolsisin
uygulanip uygulanmamis olmasina gore gruplandirilmistir. Boyama isleminden 5 giin
once kalluslar birka¢ parcaya boliinerek taze besi ortamina (2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA
iceren temel MS ortami1) aktarilmis ve kallus gelisimi hizlandirilmis, bdylece boliinen
hiicre sayis1 arttirilmaya calisilmistir. Bes giiniin sonunda ¢ogunlukla kalluslarin kesim
yiizeyinde olusan yeni kallus dokular denemelerde kullanilmistir. Boyama yontemi

olarak asagidaki yol izlenmistir;

e kalluslar 1-2 mm boylarinda kii¢iik parcalara ayrildi

e | N HCI’de 60 °C’lik etiivde 10 dk. hidroliz edildi

e distile su ile yikanarak lam tizerine alindi

e Jilet yardimi ile bir miktar pargalanan kalluslarin {izerine bir damla % 1’lik
aseto-karmin damlatildi

o Uzerlerine lamel kapatilarak lam ve lamel arasinda ezildi

¢ Daimi hale getirilmeden mikroskopta incelendi ve fotograflandi

3.2.11. istatistik analizler

Anter kiiltiirii baslangic uygulamasinda iki farkli genotip, iki farkli 1siklanma,
dort farklt NAA ve dort farklt BA’nin tiim kombinasyonlar kullanilmis ve 2x2x4x4=64
farkli uygulama grubu ortaya ¢ikmistir. Deneyin sonunda bu her grubun icindeki;

¢ olusan kallus (Emriyojenik veya nonembriyojenik) / anter orani, (TK/A)
¢ olusan embriyojenik kallus / anter oram1 (EK/A)
e direk embriyo olusturan anter / toplam anter oran1 (DE/A)

e kararan anter / anter oram (K/A)
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kaydedilmis ve SPSS 15 Paket programinda ortalamalarn ve standart sapmalart
hesaplanmistir. Ardindan tiim gruplarin ortalamalarn arasindaki farklar tek yonlii
varyans analizi ile test edilmistir. Bu testte farklar, 0,05 6nem diizeyinde Tukey testi ile

karsilastirilmastir.

PVP uygulamasinda iki farkli genotip, iki farkli 1siklanma, dort farkli PVP’nin
tiim kombinasyonlar1 kullanilmis ve 2x2x4=16 farkli uygulama grubu ortaya cikmuistir.
Deneyin sonunda bu her grubun i¢indeki olusan kallus ve kararan anter sayilarinin

ortalamalar1 kaydedilmis yukarida anlatildig1 haliyle istatistik analize tabi tutulmustur.

Anterlere ve kalluslara kolsisin muamelesinde ise genotip (2) ve kolsisinin
degisik konsantrasyonlar1 (3), 2x3=6 degisik kombinasyon olusturmus ve deneme
sonunda anterden olusan kallus sayilari ile kararan anter ve kahverengilesen kallus
sayillarinin, SPSS 15 Paket programinda ortalamalar1 ve standart sapmalarn
hesaplanmistir. Ardindan tiim gruplarin ortalamalarn arasindaki farklar tek yonlii
varyans analizi ile test edilmistir. Bu testte farklar, 0,05 6nem diizeyinde Tukey ve

Duncan testleri ile karsilastirilmustir.

Rejenerasyon denemesinde, kahverengilesen kalluslarin kullanilan kalluslara
orani, ve deneme sonunda kallus basina ortalama agirhik artisi yiizdesi yukarida

anlatildig1 sekliyle istatistik analize tabi tutulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Donor Bitkilerin Cimlenme ve Gelismesi

2010 ve 2011 nisan, mayis, haziran ve temmuz aylarinda 28 gozlii viyollerde,
torf icerisine ekilen tohumlarin hemen hemen tamami (%98) 4 giin i¢inde ¢imlenmistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: Ayc¢icegi tohumlarinin ¢imlenme sonuglari

Genotip cesidi Ekim zamam Ekilen Cimlenen
Tohum sayisi tohum sayisi
G1 Nisan 2010 28 28
G1 Mayis 2010 28 28
G1 Haziran 2010 28 27
G1 Temmuz 2010 28 28
G2 Nisan 2010 28 27
G2 Mayis 2010 28 28
G2 Haziran 2010 28 28
G2 Temmuz 2010 28 27
G1 Nisan 2011 28 26
G1 Mayis 2011 28 27
G1 Haziran 2011 28 28
G1 Temmuz 2011 28 28
G2 Nisan 2011 28 28
G2 Mayis 2011 28 27
G2 Haziran 2011 28 27
G2 Temmuz 2011 28 28
Toplam 448 440

Cimlenmeyi takiben fideler viyoller ile birlikte sera ortamina alinmis ve 2. hafta
15 cm boya ulagmistirlar. Bu asamadan sonra 35 cm araliklar ile topraga ekilen fideler

cimlenmeyi takiben 25. giinde ortalama 35 cm boya ulagsmistirlar. Ortalama 60. giinde
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ise ciceklenme baglamis ve uygun kapitulumlar 65-70 giinliikk bitkilerden temin

edilmistir. Bu siire icerisinde bitkilerde herhangi bir hastalik gézlenmemistir.

4.2. Uygun Kapitulum ve Tomurcuk Biiyiikliigiiniin Tespiti

Bu boliimde ise once tek ¢ekirdekli mikrosporlarin hangi boydaki ciceklerde
bulundugu tespit edilmistir. Bu amacla 3, 4, 5 ve 6 cm boyundaki kapitulumlar (Sekil
4.2) ayn gruplar halinde toplanarak laboratuvara getirilmis ve iglerinden 3, 4, 5 ve 6
mm boyundaki ¢icek tomurcuklar c¢ikarlarak ayrn ayr incelenmistir. Yapilan
incelemeler sonucu 3 ve 4 mm boyundaki ¢icek tomurcuklarinin tek cekirdekli evredeki
uygun mikrosporlart tasidigi goriilmustiir (Sekil 4.1). Tek cekirdekli mikrosporlarin

ortalama cap1 36 um’dir.



74

Sekil 4.1: Aycicegi mikrospor ve polenleri. a) 3 mm’lik tomurcuktan (ekzin siisleri heniiz
belirgin degil, erken tek c¢ekirdekli evre), b-c) 4 mm’lik tomurcuktan (ekzin siisleri gelismeye
baslamis, ge¢ tek cekirdekli evre, oklar cekirdek ve poru gostermektedir), d) 5 mm’lik
tomurcuktan e) 6 mm’lik tomurcuktan.
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Sekil 4.2: Aycicegi kapitulumlari

Uygun ¢icek tomurcugu boyunun tespitinden sonra bu ciceklerin hangi
biiyiikliikteki kapitulumlarda daha yogun oldugu arastirilmistir. Gozlendigi iizere tiip
cicekler kapitulum cevresinden olgunlasmaya baglamakta ve merkeze dogru devam
etmektedir. Heniliz agmamis halde bulunan tiim boylardaki kapitulumlarin, hemen her
evredeki cicek tomurcuklarini bulundurdugu goriilmiistiir. Ancak 3 ve 4 cm capa sahip
kapitulumlarin daha fazla 3-4 mm boyunda tomurcuk icerdigi gézlenmistir. 5 cm ve
izeri capa sahip olan kapitulumlardaki ¢icek tomurcuklarinin ¢ogunda anterlerin sart

renge donmiis oldugu ve uygun mikrosporlart bulundurmadigi gézlenmistir.

4.3. Anterden Androgenesis Uyartim Sonuclari

Genotip, 1sitklanma, NAA ve BA’nin anterden androgenesis uyartimi iizerine
etkisinin arastirildigt denemede elde edilen ortalama veriler ve bu veriler arasindaki
P<0.05 diizeyde onemli farkliliklar Cizelge 4.2’de verilmistir. Tiim gruplarin
ortalamalar1 birbiri ile tek yonlii varyans analizi ile karsilastirilmisg ve P<0.05 diizeyde

farkli olan ortalamalar iistel harfler ile isaretlenmistir. Elde edilen bulgularin
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degerlendirilmesi sonucunda, gerek toplam kallus olusumu ve gerekse embriyojenik
kallus olusumu i¢in her iki genotipte de 2 mg/l ve 1 mg/l BA ile desteklenmis MS temel

ortaminin en basarili sonuglart verdigi sdylenebilir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6).

Cizelge 4.2: Genotip, 1siklanma ve hormonlarin kallus, embriyojenik kallus, direk embriyo
olusumu ve kararma iizerine etkisi. Aym siitundaki iistel harflerden en az biri aymi ise bu,
ortalamalar arasindaki farkin Tukey testine gore 0,05 onem diizeyinde anlamsiz oldugunu
gosterir. (TK/A=olusan kallus (Emriyojenik veya nonembriyojenik) / anter orani, EK/A=olusan
embriyojenik kallus / anter orani, DE/A direk embriyo olugturan anter / toplam anter orani, K/A
kararan anter / anter orant).

Genotip Isiklanma NAA BA TK/A EK/A DE/A K/A
mg/l  mg/l %0 % %o %o

Gl Fotoperiyot 0 0 o 0" 0* 100’
Gl Fotoperiyot 0 05 0° 0° 0° 100’
Gl Fotoperiyot 0 1 0® 0° 0° 100’
Gl Fotoperiyot 0 2 0* 0" 0" 100
Gl Fotoperiyot 0,5 0 o 0" 0" 100’
Gl Fotoperiyot 0,5 05 20 10 %< 7 80 ™
Gl Fotoperiyot 0,5 1 405 13 0" 60 "
Gl Fotoperiyot 0,5 2 53 dfeh 17 @bede 0" 47 cdefe
Gl Fotoperiyot 1 0 o* 0" 0" 100’
Gl Fotoperiyot 1 05 7% 0" 0" 937
Gl Fotoperiyot 1 1 e3ctem ot 7° 37 bedet
Gl Fotoperiyot 1 2 goEw 0 0" 20 ¢
Gl Fotoperiyot 2 0o o° 0 0" 100’
Gl Fotoperiyot 2 0,5 100’ 30 Pedet 0° 0°
Gl Fotoperiyot 2 1 100’ 47"t 7% 0"
Gl Fotoperiyot 2 2 100’ 33 et 10° 0°
Gl Karanlik 0 0o o® 0° 0° 100’
Gl Karanlik 0 05 o0° 0° 0° 100’
Gl Karanlik 0 1 o0 0° 0° 100’
Gl Karanlik 0 2 0 0° 0° 100’
Gl Karanlhk 0,5 0o o0° 0° 0° 100’
Gl Karanlhk 0,5 05 0° 0° 0° 100’
Gl Karanlk 0,5 1 10® 0° 0* 90 Y
Gl Karanlk 0,5 2 p3dbed 0° 0° 77 &M
Gl Karanlhk 1 0 o0° 0° 0° 100’
Gl Karanlik 1 0,5 27 0? 0? 73 €
Gl Karanlik 1 1 40P 3 0° 60 "™
Gl Karanlik 1 2 30 13 0° 70 &M
Gl Karanlhk 2 0 0% 0° 0° 100’
Gl Karanlik 2 05 §3M 23 abedef 0° 17
Gl Karanlik 2 1 93V 43¢t 3° 7%
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Gl Karanlik 2 2 1007 3 Pedet 3° 0°

G2 Fotoperiyot 0 0o o0° 0° 0° 100’
G2 Fotoperiyot 0 05 0° 0° 0° 100’
G2 Fotoperiyot 0 1 0® 0° 0° 100’
G2 Fotoperiyot 0 2 0* 0" 0" 100
G2 Fotoperiyot 0,5 0 o 0" 0" 100’
G2 Fotoperiyot 0,5 05 7° 3 38 937
G2 Fotoperiyot 0,5 1 g7 10 0" 73
G2 Fotoperiyot 0,5 2 gyt 17 bede 0" 53 °feh
G2 Fotoperiyot 1 0 o 0" 0" 100’
G2 Fotoperiyot 1 05 0% 0 0" 100
G2 Fotoperiyot 1 1 47 7 2b¢ 7% 53 cfeh
G2 Fotoperiyot 1 2 50c%t 20 0edet 0" 50 et
G2 Fotoperiyot 2 0o o° 0 0" 100’
G2 Fotoperiyot 2 05 73w 077 Abedet 0° 27 *bede
G2 Fotoperiyot 2 1 g7¥ 37 et 10° 13
G2 Fotoperiyot 2 2 q7Em 30 Pedef 3 23 ebede
G2 Karanlik 0 0 0° 0° 0° 100’
G2 Karanlik 0 05 0° 0° 0° 100’
G2 Karanlik 0 1 0® 0? 0° 100’
G2 Karanlik 0 2 0° 0° 0° 100’
G2 Karanlik 0,5 0 o0° 0° 0° 100’
G2 Karanlik 0,5 05 0° 0° 0° 100’
G2 Karanlik 0,5 1 20%° 0° 0° 8o M
G2 Karanlik 0,5 2 20 0° 0? 8o M
G2 Karanlik 1 0 o0° 0? 0° 100’
G2 Karanlik 1 05 0° 0° 0° 100’
G2 Karanlik 1 1 02 0° 0? 100’
G2 Karanlik 1 2 7 0° 0° 93
G2 Karanlik 2 0 0° 0° 0° 100’
G2 Karanlik 2 0,5 40 %% 10 0° 60 "
G2 Karanlik 2 1 90Y 43¢t 0° 10
G2 Karanlik 2 2 13® 7 e 0° 87"

6 hafta siiren denemeler sirasinda androgenik cevap olusturan anterlerin 5.
giinden itibaren genisledikleri ve catladiklart gozlenmistir (Sekil 4.3). Bu asamay1
takiben anterlerde iki farkli tepki gozlenmistir. Baz1 anterler 2. haftadan itibaren direk
embriyo olusumu gostermisler (Sekil 4.5) fakat bu oran her iki genotip i¢inde genelde
cok diisiik kalmistir (max. %10). Anterlerin gosterdigi bir baska tepki ise kallus
olusumudur. Elde edilen kalluslarin bazilar1 embriyo veya embriyoid benzeri globiiler
yapilar tasir iken (embriyojenik kallus), bazilar1 ise diiz kallus dokusundan ibaret

olmustur (Sekil 4.4). Bu iki kallus tipi birbirinden ayrilmis ve Cizelge 4.2’de toplam



78

kallus olusum orani ile embriyojenik kallus olusum oranlar1 ayri ayri verilmistir.
Olusan kalluslar fotoperiyot uygulamasinda yesilimsi sar1, karanlik uygulamasinda ise
sar1 renkli olmustur (Sekil 4.4). Embriyojenik kalluslar sert ve kirilgan yapida iken

nonembriyojenik kalluslar yumusak dokulu olmustur.

Sekil 4.3: 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren MS Kkiiltiir ortamindaki bes giinlitkk anter. Ok
catlayan anterden kallus dokusunun olusumunu gostermektedir. Bar=1 mm.

Sekil 4.4: 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren MS kiiltiir ortaminin 6. haftasindaki kalluslar. Solda
karanlik ortamda olusan sar1 renkli nonembriyojenik kallus, sagda fotoperiyot altinda olusan
yesilimsi renkli embriyojenik kallus (oklar globiiler yapilari gostermektedir). Bar =1 cm.
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Sekil 4.5: Kiiltiiriin 3. haftasindaki kalp sekilli embriyo. Oklar globiiler yapidaki embriyoidleri
gostermektedir. Bar =0.1 mm.

Sekil 4.6: Kiiltiiriin 2. haftasinda anterlerden kallus olusumu. 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA ile
desteklenmis temel MS ortami. Bar = 1 cm.
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Genotipin etkisi:

Deneyde kullanilan tiim anterler iizerine yalnizca genotipin etkisini belirlemek
lizere yapilan istatistik analizde dort parametre igin degerlendirmeler yapilmistir.
Oncelikle olusan toplam kallus miktarina genotipin etkisi incelenmistir (Cizelge 4.3).
G1’e ait anterlerin %30’u kallus olusturmusken G2’de bu oran %19 olarak
gerceklesmistir. Bu iki genotipin kallus olusum oranlar arasindaki fark 6nemli (P<0.05)
bulunmustur. Bunun yaninda anterlerden embriyojenik kallus olusumu ve direk embriyo
olusumu GI1 igin sirasiyla %9 ve %1 iken, G2 icin sirasiyla %7 ve %1 olmustur
(Cizelge 4.4, Cizelge 4.5). Bu karakterler agisindan G1 ve G2 arasindaki farklar ise
onemli bulunmamistir (P<0.05). Son olarak kiiltiir ortaminda kararan ve higbir tepki
vermeyen anterlerin oranlar1 acisindan G1 ve G2 karsilastirildiginda sirasiyla % 71 ve
%81 oranlar1 elde edilmistir (Cizelge 4.6). Genotipler arasindaki bu fark onemli
bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.3: Genotipin toplam kallus olusumu {iizerine etkisi. Siitun iizerindeki harflerden yalniz
biri ayn1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark 6nemsizdir (P<0.05).

100 +
80
60

W Toplam Kallus
a0 30 a Olusumu (%)

19 b
20 4 - -
o 4

Gl G2
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Cizelge 4.4:Genotipin toplam embriyojenik kallus olusumu {iizerine etkisi. Siitun {izerindeki
harflerden yalmz biri ayni1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark onemsizdir (P<0.05).

100 -
80 -
60 -
a0 - B Toplam Embriyogenik
KallusOlusumu (%)
20 - 9 a 7a
o N =
Gl G2

Cizelge 4.5:Genotipin direk embriyo olusumu iizerine etkisi. Siitun iizerindeki harflerden yalniz
biri ayn1 ise gruplarin ortalamalar: arasindaki fark 6nemsizdir (P<0.05).

Olusumu (%)

[

oo
[

o

Cizelge 4.6: Genotipin anter kararmasi iizerine etkisi. Stitun {izerindeki harflerden yalniz biri
ayni ise gruplarin ortalamalari arasindaki fark 6nemsizdir (P<0.05).

a0 -
g1 b
80 7l a
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Isigin etkisi:

Anterlerdeki androgenik cevap iizerine 15181n etkisi incelenirken iki farkli 151k
secenegi kullanilmistir. Anterler 6 hafta boyunca ya siirekli karanlikta bekletilmistir ya
da 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyot altinda tutulmustur. IsiZin toplam kallus
olusumu iizerindeki etkisi Cizelge 4.7°de verilmistir. Fotoperiyot ortamindaki anterlerin
%31°1 kallus olusturmusken karanlik ortamda bu oran %19’dur. Her iki gurup
arasindaki fark Onemli bulunmustur (P<0.05). Isigin embriyojenik kallus olusumu
tizerindeki etkisinde fotoperiyot uygulamasi anterlerin %10’unda, karanlik uygulamsi
ise %5’inde embriyojenik kallus olusumuna neden olmustur (Cizelge 4.8). Bu iki oran
arasindaki fark onemli bulunmugtur (P<0.05). Benzer sekilde fotoperyot uygulamasi direk
embriyo olusumunda da etkili olmustur. Direk embriyo olusumu oldukga diisiik olsa da
fotoperiyotta %2 ve karanlikta %0,2 olarak tespit edilmis ve bu ikisi arasindaki fark
onemli (P<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.9). Hicbir tepki vermeyen ve karararak olen
anterlerin oranlar1 karsilastinldiginda fotoperiyotta %69 ve karanhikta %81 olarak
bulunmus (Cizelge 4.10) ve bu iki grup arasindaki fark onemli (P<0.05) ¢cikmustir.
Sonug¢ olarak fotoperiyot uygulamasinin karanlhiga kiyasla tiim karakterler agisindan

daha basarili oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.7: Isigin toplam kallus olusumu iizerine etkisi. Siitun iizerindeki harflerden yalniz biri
aym ise gruplarin ortalamalar arasindaki fark énemsizdir (P<0.05).

100
80
60
40 - 31 a
19 b W Toplam Kallus
20 Olusumu (%)
[

Fotoperyot <aranhk
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Cizelge 4.8: Isigin toplam embriyojenik kallus olusumu {iizerine etkisi. Siitun {izerindeki
harflerden yalmz biri ayni1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark onemsizdir (P<0.05).

100
80
60 -
A0 A B loplam Embriyogenik
Kallus Olusumu (%)
20 A 0a 5h
o, N @ o——
Fotoperycot Karanhk

Cizelge 4.9:Is1g1n direk embriyo olusumu iizerine etkisi. Siitun iizerindeki harflerden yalniz biri
ayn1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark onemsizdir (P<0.05).

100 -
50 1 B Direlc Emoriyo
Olusumu (%)
2a c2b
o] 1
Fotoperyot Karanlik

Cizelge 4.10:Is181n anter kararmasi iizerine etkisi. Siitun iizerindeki harflerden yalniz biri ayni
ise gruplarin ortalamalari arasindaki fark 6nemsizdir (P<0.05).

100 -
81b
80 €9 a
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NAA nmin etkisi:

Bir oksin olan naftalen asetik asit (NAA)’in androgenik cevap iizerindeki etkisi
incelendiginde 6nemli bulgular elde edilmistir. Oncelikle sunu belirtmek gerekir ki tek
basina NAA kullanildigindan higbir konsantrasyonda androgenik cevap alinamamis
ancak beraberinde bir sitokinin olan BA kullanildiginda androgenik cevap olusmustur.
Yine de Istatistik testler sirasinda tiim gruplar iizerinde yalmz NAA’nin etkisi

olciilebilmigstir (Cizelge 4.11, 4.12, 4.13, 4.14).

Cizelge 4.11:NAA’nin toplam kallus olusumu iizerine etkisi. Siitun {izerindeki harflerden yalniz
biri ayn1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark 6nemsizdir (P<0.05).
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Cizelge 4.12: NAA’nin toplam embriyojenik kallus olusumu iizerine etkisi. Siitun {izerindeki
harflerden yalniz biri ayn1 ise gruplarin ortalamalari arasindaki fark énemsizdir (P<0.05).
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Cizelge 4.13:NAA’nin direk embriyo olusumu {iizerine etkisi. Siitun {izerindeki harflerden
yalniz biri ayn1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark onemsizdir (P<0.05).

oy
80
60
= Direk Embriyo
40 Olusumu (%5}
20
g a 1 ab 1ab zb
@ mg/l D.5mg/ 1mg/l 2mg/l NAA

Cizelge 4.14:NAA’nin anter kararmasi iizerine etkisi. Siitun tizerindeki harflerden yalniz biri
aymi ise gruplarin ortalamalari arasindaki fark onemsizdir (P<0.05).

1
o]
(o

||
G0
a0 -— -— -— B <araran Anter
| ] | ! Orant (%)
x @ B B B
NN N B .
omg/l 0.5 mg/l 1 mg/l 2mg/l NAA

NAA bulunmayan ortamlarda kallus olusumu gerceklesmemistir. 0,5 ve 1 mg/l
NAA kullanildiginda sirasiyla anterlerin %17 ve %22’si kallus olusturmustur (Cizelge
4.11). Bu iki konsantrasyon arasinda 6nemli (P<0.05) bir fark yok iken, her iki
konsantrasyonda 0 mg/l NAA kullanimina kiyasla énemli (P<0.05) derecede farklidir. 2
mg/l NAA kullanildiginda ise anterlerin %601 kallus olusturmustur. Bu oran diger
NAA uygulamalarinda Onemli (P<0.05) derecede farklidir. Embriyojenik kallus
olusumunda da NAA etkili bulunmustur. 0, 0.5, 1 ve 2 mg/l NAA konsantrasyonlarinda
sirastyla %0, %3, %4 ve %23 oranlarinda embriyojenik kallus elde edilmistir (Cizelge
4.12). 2 mg/l NAA’nin etkisi diger tiim konsantrasyonlardan énemli (P<0.05) derecede
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farkli bulunmustur. Direk embriyo olusumunda yine 2 mg/l NAA kullanimi etkili
olmustur (Cizelge 4.13). Kararan ve Olen anterlerin oranlan iizerine de NAA etkili
bulunmustur. NAA’nin bulunmadigi ortamlardaki anterlerin hepsi kararirken, kullanilan
ortamlarda konsantrasyon arttikca anterlerin kararma oram1 %40’a kadar diismiistiir

(Cizelge 4.14).

BA’nin etkisi:

Benzilaminopiirin (BA) tek basma kullanildiginda hicbir konsantrasyonda

androgenik cevap olusturmamistir. Etkisi ancak NAA ile birlikte kullanildiginda
goriilmiistiir. Cizelge 4.15, 4.16, 4.17, 4.18’de bu etkiler verilmistir.

Cizelge 4.15: BA’nin toplam kallus olusumu {iizerine etkisi. Siitun {izerindeki harflerden yalniz
biri ayn1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark 6nemsizdir (P<0.05).
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Cizelge 4.16: BA’nin embriyojenik kallus olusumu tizerine etkisi. Siitun iizerindeki harflerden
yalmz biri aym ise gruplarin ortalamalar arasindaki fark onemsizdir (P<0.05).
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Cizelge 4.17: BA’nin direk embriyo olusumu {iizerine etkisi. Siitun iizerindeki harflerden yalniz
biri ayn1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark 6nemsizdir (P<0.05).
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80
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® Direk Embriyo
40 - Olusumu (%)
20
oa iab zb iab
{:! T — T Y
0 me/l 0.5 mg/l 1 mg/l 2ma/l BA

Cizelge 4.18: BA’nin anter kararmast iizerine etkisi. Siitun tizerindeki harflerden yalniz biri aym
ise gruplarin ortalamalar arasindaki fark énemsizdir (P<0.05).
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0 mg/l BA kullaniminda kallus olusumu gozlenmez iken 0.5, 1 ve 2 mg/l BA
konsantrasyonlarinda sirasiyla %22, %38 ve %39 oranlarinda kallus olusumu
gozlenmistir (Cizelge 4.15). 1 veya 2 mg/l BA kullanimi arasindaki fark istatistik agidan
onemli degildir. Embriyojenik kallus olusumu {iizerinde de 1 mg/l BA kullaniminin en
etkili konsantrasyon (%13) oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.16). Yine direk embriyo
olusumunda 1 mg/l BA kullanimi %?2 ile en iyi sonuglart vermistir (Cizelge 4.17).
BA’nin hi¢ kullanilmadigi gruplarda tiim anterler kararmis ve devaminda olmiistiir. BA
nin kademeli konsantrasyon artis1 ise kararma ve Olim oranim %61’e kadar

diistirmiistiir (Cizelge 4.18).
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Yukanda tek tek ele alinan genotip, 151k, NAA ve BA’nin ay¢icegi anterlerindeki
androgenik etkilerinin yan1 sira 6zellikle bitki biiyiime diizenleyicilerin interaktif etkisi
de gozlenmistir. Daha 6nce Cizelge 4.2‘de goriildiigii iizere tek basina BA veya NAA
kullaniminda anterlerde higbir cevap olugmamistir. Ancak bu hormonlar birlikte
kullanildiklarinda anterlerde androgenik cevap gozlenmistir. iki hormon ¢esidinin
birlikte etkisi ise genotip ve 1siklanma durumuna gore farkliliklar icermektedir.
Ornegin, 2 mg/l BA ve 2 mg/l NAA mn birlikte kullanildi§1 denemelerde Genotip 1
anterleri icin hem fotoperiyot hem de karanlik uygulamalarinda %100 kallus elde
edilmis iken Genotip 2 anterleri i¢in bu oran fotoperiyotta %77 iken karanlikta %13’tiir.
Genotip 2°de en basarili kallus verimi %90 ile 2 mg/l BA ve 2 mg/l NAA’nn birlikte
kullanildigr  karanlik  denemesinde almmistir. Aym genotip ve hormon
kombinasyonundaki anterler fotoperiyotta % 87 oraninda anter olusturmustur ve bu iki
grup istatistik olarak farkli degildir. Cizelge 4.2 incelendiginde buna benzer 6rnekler
goriilmektedir. Genotip ve 1siklanma durumuna bagh olarak degisen optimum hormon
diizeyleri arasindaki bu fark akilda tutulmak kaydi ile genotip ve 1siklanma durumu
gormezden gelinerek yalnmizca NAA ve BA kombinasyonlarinin kallus olusumu
tizerindeki etkisini gérmek iizere tiim deney gruplan iizerinde bir analiz yapilmis ve
sonuclar Cizelge 4.19’da verilmistir. Buna gore en yiiksek kallus verimi 1 mg/l BA ve 2
mg/l NAA ortaminda olmus olmasina ragmen, 2 mg/l NAA’min kullanildigi tiim
kosullarda BA konsantrasyonu O haricinde ne olursa olsun elde edilen sonuglar

arasindaki fark anlaml degildir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19: Genotip ve Isiklanma durumu dikkate alinmaksizin, NAA ve BA’nin anterden
kallus olusturma yiizdesi (%) iizerine etkisi.

BA
mg/l 0 0.5 1 2
0 0? 0° 0° 0°
0.5 0 5° 24.2°¢ 35.7°¢
Naa 1 0° 6.8° 37.7°¢ 40°
2 0 744 92.5¢ 72.5¢
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Daha once de belirtildigi iizere dogrudan embriyo olusumu oldukca diisiik
seviyede kalmistir. Buna ek olarak kiiltiiriin 2. haftasindan itibaren olusan embriyolar
kisa siirede kallus olusturma yoluna gitmis ve ¢cimlenme gerceklesmemistir. Dolayisi ile
bunlardan tam bir bitki elde edilememistir. Embriyolarin gelisme seyri Sekil 4.7°de

gosterilmistir.

Kiiltiirde karsilagilan bir bagka durum ise karanlik ortamda gelismeye baslayan
kallus dokularinda ikinci hafta icinde gozlenen kirmizi renk olusumudur (Sekil 4.8).
Olusan bu kirmizi renkli kallus dokusu hemen hemen tiim karanlik denemelerinin
yarisinda gozlenmistir. Fakat takip eden gonlerde bu kirmizi renk olusumu kaybolmus

ve kalluslarin hepsi acik sar1 renkte olmustur.
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Sekil 4.7:Olusan embriyolarin gelisim seyri. a) kiiltiiriin 1. haftasindaki globiiler yapili embriyo,
b) Kiiltiiriin 3. haftasindaki yiirek sekilli embriyo, c¢) kiiltiiriin 4. haftasindaki kallus dokusu
olusturmaya baslayan embriyo, d) kiiltiiriin 6. haftasindaki embriyo kokenli kallus. Bar=1 cm.

Sekil 4.8: Karanlik uygulamasinda 2. hafta sonunda olusan kirmizi renkli kallus dokusu.
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4.4. PVP Muamelesi Sonuclar:

G1 ve G2 genotiplerinde ve sabit bitki hormonu konsantrasyonunda (2 mg/l
NAA ve 1 mg/l BA) dort farkli PVP konsantrasyonunun 1s1k faktorii ile kombine olarak
anterlerden kallus olusumu ve kalluslarda kararmay1 engelleyici etkisi arastirilmigtir. G1
icin yapilan denemede gerek karanlik gerekse fotoperyot ortamda PVP’nin kararmay1
engelleyici etkisi onemli (P<0.05) bulunmamistir (Cizelge 4.20). G2’de ise kallus
olusturma oram1 maksimum %97, minimum % 47 olmustur (Cizelge 4.20). Ancak
genotip ve 151k faktorlerinden bagimsiz bir degerlendirme yapildiginda PVP
konsantrasyonundaki artis kontrole gore kallus olusum oranim azaltmis olsa da bu
azalma onemsiz (P<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.21). Sonug olarak besi yerine PVP
eklenmesi kallus olusumu oranlarini etkilememistir. PVP’nin anter kararmasi tizerindeki
etkisinde ise 151k ve genotipe bagh olmaksizin tiim deneme grubu degerlendirildiginde
kontrol grubunda %]11.7 oraminda kararma varken %0.1, 0.5 ve 1’lik PVP
konsantrasyonunda sirasiyla %16.7, %14.7 ve %25 kararma gozlenmistir (Cizelge
4.22). 1k ii¢ oran arasindaki farklar onemsiz iken son oran 6nemli bulunmustur

(P<0.05).
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Cizelge 4.20: Genotip, 1sitklanma ve PVP’nin kallus olusumu ve kararma iizerine etkisi. Ayni
stitundaki iistel harflerden en az biri aym ise bu, ortalamalar arasindaki farkin Tukey testine
gore 0,05 6nem diizeyinde 6nemsiz oldugunu gosterir. (PVP, polivinilpirolidon, TK/A=olusan
kallus (Emriyojenik veya nonembriyojenik) / anter orani, K/A kararan anter / anter orani).

Genotip Isiklanma PVP % TK/A % K/A %
Gl Fotoperiyot 0 100 © 0*
Gl Fotoperiyot 0,1 9Q < 10
Gl Fotoperiyot 0,5 97% 3
Gl Fotoperiyot 1 93 e 7%
Gl Karanlik 0 93 o 7%
Gl Karanlik 0,1 100° 0°
Gl Karanlik 0,5 100° 0°
Gl Karanhik 1 87 °* 13%
G2 Fotoperiyot 0 90 < 10
G2 Fotoperiyot 0,1 63 37
G2 Fotoperiyot 0,5 47% 53°¢
G2 Fotoperiyot 1 67 33 bede
G2 Karanhik 0 70 “bede 30
G2 Karanlik 0,1 80 > 20
G2 Karanlik 0,5 97 3%
G2 Karanlik 1 53 47

Cizelge 4.21: PVP’nin anterden kallus olusumu {izerine etkisi. Siitun iizerindeki harflerden
yalniz biri ayn1 ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark onemsizdir (P<0.05).
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Cizelge 4.22: PVP’nin anterlerde kararma iizerine etkisi. Siitun tizerindeki harflerden yalniz biri
aymi ise gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark onemsizdir (P<0.05).

100,60 -
80,0 -
60,0
40,0 - W Anterlerde
250b <ararma Oran {96
i6,7a <
200 1 11,7a 1473 mm
o, 1l W N .
%OPVP  %0.1PVP %0.5PVP %1 PVP

4.5. Kolsisin Muamelesi Sonuclari

Kolsisinin, anter ve kallusta kromozom katlamasi iizerine etkisini gdormek i¢in
hem direk anterlere uygulanmis hem de anterlerden elde edilen kalluslara uygulanmistir.
Anterlere yapilan uygulamada, 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren besi yerlerine 0, 0.1,
0.2 g/l olarak eklenen kolsisine 3 giin siire ile maruz birakilan anterle kolsisin
icermeyen ayni bilesimdeki ortama alinip gelisimleri 6 hafta izlenmis ve sonuglar
Cizelge 4.23’de gosterilmistir. Bu uygulama sirsinda anterlerden yalnizca
nonembriyojenik kallus olusumu gozlenmistir. Kolsisin konsantrasyonu arttik¢a kallus
olusum orami diigmiis ve anterlerde kararma (6liim) oram artmistir (Cizelge 4.23).
Ayrica bu uygulamada embriyojenik kallus olusumu ve direk embriyo olusumu

gbzlenmemistir.

Kalluslara kolsisin uygulamasi yine yukaridaki konsantrasyonlarda yapilmis
fakat Cizelge 4.24’deki hormonlar ile kombine edilmistir. Bu uygulama sonunda
kalluslarda herhangi bir gelisme gozlenmezken bazilariin kahverengilestigi
goriilmiistiir  (Sekil 4.9). Kolsisin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
kahverengilesme oram1 %61’lere kadar ¢ikmistir. Bu denemede elde edilen karyolojik

sonuglar sitolojik gézlemler boliimiinde verilecektir.



Cizelge 4.23: Genotip ve Kolsisin’in anterden kallus olusumu ve kararma iizerine etkisi. Ayni
stitundaki iistel harflerden en az biri aym ise bu, ortalamalar arasindaki farkin Tukey testine
gore 0,05 onem diizeyinde oOnemsiz oldugunu gosterir. (TK/A=olusan toplam kallus
(Emriyojenik veya nonembriyojenik) / anter orani, K/A kararan anter / anter orant).

Genotip Kolsisin g/l TK/A % K/A %
Gl 0 100° 0°
Gl 0,1 71 abc 29 abc
Gl 0,2 532 47°¢
G2 0 90 be 10 ab
G2 0,1 76 abc 24 abc
G2 0,2 67 % 335

Sekil 4.9: 0.2 g/l kolsisin muamelesi sonucu kalluslarda meydana gelen kahverengilesme
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Cizelge 4.24: Kalluslara Genotip, BA ve Kolsisin uygulamasi. Ayn1 siitundaki {istel harflerden
en az biri ayn ise bu, ortalamalar arasindaki farkin Duncan testine gore 0,05 6nem diizeyinde

onemsiz oldugunu gosterir. (Kh/K = Kahverengilesen kalluslarin, toplam kalluslara
(Emriyojenik veya nonembriyojenik) orant).

Genotip BA % Kolsisin g/l Kh/K %
Gl 0,5 0 9?
Gl 0,5 0.1 25 2bed
Gl 0,5 0,2 44 20c%
Gl 1 0 23
Gl 1 0.1 24 2bcd
Gl 1 0’2 33 abcde
Gl 2 0 28 abcde
Gl 2 0’ 1 27 abcde
Gl 2 0,2 21
G2 0,5 0 10°
G2 0,5 0,1 20%
G2 0,5 0,2 4( *bede
G2 1 0 25 e
G2 1 0,1 57
G2 1 0,2 61°
G2 2 0 30 abcde
G2 2 0,1 53 bede
G2 2 0,2 59

4.6. Rejenerasyon Sonuclari

Anterde androgenesisin uyartimi i¢in yapilan deneyler sonucu elde edilen
kalluslar hangi hormon kombinasyonunda ve 1sik kosullarinda elde edildigine
bakilmaksizin yalmizca genotipe gore ayrilarak Cizelge 4.25’teki ortamlarda
rejenerasyon denemesine alinmistir (Sekil 4.10). Bu deneme icin BA tek basina veya
0.1 mg/l NAA ile kombine sekilde kullanilmistir ve kalluslar bu ortamda 15 giinde bir
alt kiiltiire almak sart1 ile 8 hafta bekletilmistir. MS temel ortamina 30 g/l siikroz ve %
0.4’lik agar eklenerek yapilan deneylerde hem embriyojenik hem nonembriyojenik
kalluslar karigik olarak ortama transfer edilmistir. Higbir deneme grubunda kalluslardan
rejenerasyon saglanamamistir. Deneme sirasinda kalluslarin yas agirliklarinda artig

tespit edilmis ve baslangica gore artis oranlart arasindaki farklar Cizelge 4.25°te



96

gosterilmistir. 8 hafta sonunda bazi kalluslarda kahverengilesme gozlenmis ve oranlar

Cizelge 4.25’te verilmistir.

Cizelge 4.25: Rejenerasyon denemesi sonuglari. Ayni siitundaki iistel harflerden en az biri aym
ise bu, ortalamalar arasindaki farkin Tukey testine gore 0,05 6nem diizeyinde 6nemsiz oldugunu
gosterir. (Kh/K = Kahverengilesen kalluslarin, kullanilan kalluslara orani, BKA: Baslangig
asamasinda kallus bagina ortalama agirlik, DSKA: Deneme sonunda kallus bagina ortalama
agirlik, OAA: Deneme sonunda kallus basina ortalama agirlik artisi, OAAY: Deneme sonunda
kallus basina ortalama agirlik artis1 yiizdesi).

Genotip NAA BA KhK% BKA DSKA OAA OAAY %

Gl 0 0,5 10°® 0,08 0,12 0,04 50 %

Gl 0 1 152 0,06 0,1 0,04 66,7 ¢
Gl 0 2 20° 0,14 0,26 0,12 85,7°¢
Gl 0,1 0,5 02 0,08 0,15 0,07 87.5¢
Gl 0,1 1 0? 0,12 0,22 0,1 g4l

Gl 0,1 2 52 0,15 0,31 0,16 106,7 ¢
G2 0 0,5 15° 0,08 0,11 0,03 375°

G2 0 1 15° 0,07 0,1 0,03 42,7
G2 0 2 254 0,09 0,17 0,08 88,8 <
G2 01 05 5° 008 012 0,04 49,6
G2 0,1 1 0? 0,11 0,18 0,07 63,8 ¢
G2 0,1 52 0,12 0,21 0,09 74,7 b4

Sekil 4.10: Rejenerasyon denemesi sonunundaki kalluslar. 8. haftada biiylime disinda baska bir
tepki vermemistirler.



97

4.7.  Sitolojik Gozlemler ve Ploidi Seviyesi Tespiti

Calisma boyunca elde edilen kalluslardan 6rnekler alinarak ploidi seviyelerinin
tespiti icin karyolojik incelemelere tabi tutulmustur. Kallus hiicrelerinde kromozom
sayimi yardimu ile ploidi seviyesi belirlemek, boliinen hiicre sayisinin azligi nedeni ile
giic olmustur. Her gruptan toplamda 200 kadar farkl kallus incelenmis fakat kromozom
sayisinin belirlenebilecegi kadar net goriis cok az hiicrede gézlenmistir. Anter baslangic
ortamlarinda incelenen kalluslarda her iki genotip i¢in hem haploid hiicrelere (Sekil
4.12) sahip olan kallus hem diploid hiicrelere (Sekil 4.13) sahip olan kallus
gozlenmistir. Yani bazi kalluslarin haploid bazilarinin ise diploid oldugu gézlenmistir.
Sonug olarak gozlenen hiicre sayisinin azlig1 sebebiyle uygulamalar arasindaki farklar
belirleyecek ve saglikli bir istatistik analiz yapabilecek veriler elde edilmemis olsa da
anterlerde bulunan mikrosporlarin androgenik yonde uyarildigi ve haploid hiicre

olusturmalarinin saglandigi goriilmiistiir.

Buna karsin 3 giin boyunca 0.1 g/l veya 0.2 g/l kolsisin uygulanan kalluslarda
kromozom sayimmi yapmak miimkiin olmamistir. Kromozom sayilar1 belirlenemedigi

icin ploidi seviyeleri hakkinda bir veri elde edilememistir.

Sitolojik gbdzemler sonucu ortaya cikan bir baska durum ise kallus dokusu
icerisinde ksilem elemanlarinin varligi olmustur (Sekil 4.11). Mikroskop altinda

gozlenen kalluslarin hemen hemen hepsinde bu durum ile karsilagilmistir.
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Sekil 4.11: Kallus dokularinda gézlenen degisik ksilem elemanlari.

Sekil 4.12: 2n=34 kromozoma sahip kallus hiicresi
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Sekil 4.13: n=17 kromozomlu haploid kallus hiicresi
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S. TARTISMA

Bourgin ve Nitsch’in 1967 yilinda Nicotiana tabacum’un anterlerini kiiltiire
alarak ilk haploid bitkiyi tirettikleri giinden bu yana insanligin 6niinde tiim genotipik
karakterler acisindan saf irklar elde edecekleri ve bu yolla bitki 1slah ¢alismalarinda
hizla ilerleyecekleri uzun fakat yorucu bir yol ac¢ilmistir. Teknigin tiim bitkilere
uygulanmasinda bir takim zorluklar olmasina ve prosediiriin her bitki icin ayri ayri
optimize edilme ihtiyacinin yarattigi sorunlara ragmen anter kiiltiirii yontemi ile 25
familyanin 134 tiiriinden olumlu cevap alindigi kaydedilmistir (Bhojwani ve Razdan

1996).

Diinya’daki bu caligsmalara paralel olarak iilkemizde de haploid bitki elde etme
amaci ile baz1 bitkilerde calismalar yapilmistir. Bu calismalarin bazilarinda haploid
veya dihaploid bitkilerin elde edilmesi miimkiin olmus iken (Hiyarda embriyo kiiltiirii
ile Caglar ve Abak 1999, tiitiinde anter kiiltiirii ile Gencer 2002, biberde anter kiiltiirii ile
Taskin 2005, tiitiinde anter kiiltiirii ile Sakin 1994 ve bugdayda anter kiiltiirii ile Engin
Ozii 2006) bazilarinda ise haploid bitki elde edilememis (Seker pancarinda ovaryum
kiltiirii ile Giirel ve Giirel 1998, yazlik kabakta ovaryum kiiltiirii ile Yilmaz 2005,
Manisa lalesinde anter kiiltiirii ile Ar1 2006, arpada anter kiiltiirii ile Baba 1992,
cavdarda anter kiiltiirii ile Altindal 2005, ketende anter kiiltiirii ile Kurt ve Evans 1998
ve bugdayda anter kiiltiirii ile Duran 2007), fakat sonraki calismalara 151k tutacak ve

temel olusturacak onemli bilgilere ulagilmistir.

Aycicegi gerek Diinya’da gerekse iilkemizde o©nemli bir yag bitkisidir.
Ulkemizde, ozellikle Trakya bolgesinde yogun tarimi yapilan bu bitkinin tohum
ihtiyacinin neredeyse tamamina yakimi yurt disindan saglanmaktadir. Baz1 Tarimsal
Arastirma Enstitiileri ve {iniversitelerin ziraat fakiiltelerinde ayc¢iceginin klasik metodlar
ile 1slah1 ¢alismalar1 yapilmakla birlikte heniiz iilkemizde ayg¢igegi ile ilgili bir haploid
kiiltiir calismas1 mevcut degildir. Bilindigi iizere geleneksel 1slah teknikleri en az 6
jenerasyon sonra homozigota yakin hatlar elde edilmesini ancak saglar. Klasik 1slah

tekniklerinden farkli olarak ayciceginin haplo-diploidizasyon potansiyeli ilk kez
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Bohorova vd. (1980) tarafindan test edilmistir. Ayciceginde haploidlerin elde edilmesi
girisimleri ginogenesis yoluyla (Yang vd. 1985, Gelebart ve San 1987), anter kiiltiirii
yoluyla (Bohorova vd. 1985, Giirel vd. 1991a, Pugliesi vd. 1993, Thengane vd. 1994,
Zhong vd. 1995) ve mikrospor kiiltiirii yoluyla (Giirel vd. 1991b, Coumans ve Zhong
1995) olmustur. Bu girisimler yapilmis olmasina ragmen cok diisilk uyarilma orani,
zayif tekrar tiretim ve siipheli ploidi seviyeleri gibi nedenlerden 6tiirii mikrospor kokenli
bitkilerin aygicegi 1slaginda basarili kullanimi1 yolunda ¢ok ilerleme olmamistir. Oviil
kiiltiiriiniin rutin uygulamasi1 prosediiriin zorlugu disinda diisiik ginogenetik embriyo

verimi sebebi ile basarisiz olmustur (Yang vd. 1985, Gelebart ve San 1987).

Ayciceginde optimum androgenesis icin en iyi ortami belirlemek amaciyla
yapilan bir caligma yalnizca kismen basarili olmustur. Bohorova vd. (1985) % 70-100
civarinda anter kallusu elde etmis fakat siirgiin rejenerasyonu saglayamamistir. Giirel
vd. (1991a) aygicegi ve baz tiireler arasi hibritlerinin anter kiiltiiriinde diisiik frekansl
direk embriyo formasyonu ve siirgiin iiretimi (%0.47 ile %3.4 arasi) elde ettigini fakat
tam bir bitkiye ulasamadigini rapor etmistir. Thengane vd. (1994) embriyodan bitkiye
dontisiimdeki zorluklar rapor etmislerdir. Bu calisma diisiik rejenerasyon potansiyeli
bir yana, iiretilen embriyolarin ploidi seviyesi ile ilgili yeterli bilgi saglamamaktadir.
Giirel vd. (1991b) ile Coumans ve Zhong (1995) izole mikrospor kiiltiiriinii test etmis ve
siirekli hiicre boliinmesi ve mikrokallus olusumu elde etmisse de siirgiin
rejenerasyonunda basar1 yakalayamamistir. Ayciceginden haploid veya dihaploid bitki
elde edilmesi iizerine yapilan tiim bu ¢alismalarda hala alinacak yollar oldugu asikardir.
Dolayisi ile bu ¢alismada, ayciceginde haploid kiiltiir ¢alismalar1 yoniinden gerek diinya
genelindeki calismalara katki saglama ve gerekse iilkemizde bulunan bir eksigin
kapatilmas1 ve bazi temel bilgilere ulasilmasi agisindan arastirmalar yapilmasi

amaclanmigtir.

Anter kiiltiirii calismalariin ilk ayagimi donor bitkilerin yetistirilmesi ve uygun
anterlerin hangi evrede alinacagi olusturmaktadir. Dondr bitkinin genotipi uygun dahi
olsa anter kiiltiiriinde basarili olabilmek i¢in bu bitkilerin uygun kosullarda yetismis
olmas1 gerekmektedir. Uygun kosullardan kasit bitkinin yetistigi donemdeki sicaklik,
151k yogunlugu ve giinliikk 1siklanma siiresi, havadaki CO, konsantrosyonu, bitkinin

beslenme kosullar1 gibi ¢evresel faktorlerin optimum diizeylerde olmasidir (Ellialtioglu
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vd. 2002). Aym tiir hatta cesitler ile yapilan calismalarda degisik sonuclar alinmasi
yetisme kosullarinin etkisini gozler Oniine sermektedir. Hatipoglu (1999), donor
bitkilerin anterlerin alindigi doneme kadar cok iyi beslenmesi ve optimum 1s1k
kosullarinda muhafaza edilmesi gerektigini ve suni 1§18in giines 1s1gmin  yerini
alamayacagin belirtmistir. Ayrica polen gelisimi sirasinda dondr bitkilerin herhangi bir
strese maruz kalmamalar1 ve anterlerin alinmasindan 3-4 hafta Oncesinden itibaren
pestisid uygulamasindan kaginilmasi gerektigi kaydedilmistir. Ellialtioglu vd. (2002)’ye
gore genel olarak normal yetisme sezonunda ve acikta yetistirilen bitkilerin, yetisme
donemi disinda, serada veya iklim odasinda yetisen bitkilere oranla anter kiiltiiriinde
basar1 sanslarinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Buna karsin Wenzel ve Foroughi-
Wehr (1994) bugdayda, Shtereva vd. (1998) domateste, Biiyiikalaca vd. (2004) ise
biberde yaptiklar1 anter kiiltiirli calismalarinda; serada yetistirilen bitkilerin, acikta
yetistirilen bitkilere gore daha yilksek androgenik performans gosterdigini
kaydetmislerdir. Bu iki durumu degerlendirdigimizde donor bitkilerin ekolojik ve
fizyolojik isteklerinin optimum seviyede tutulmasinin Onemini goz Oniine alarak
aygicegi tohumlari iklim odasinda ve sabit sicaklikta (25 °C) ¢imlendirilmistir. Boylece
cimlenmede senkronizasyon ve dolayisi ile bitkilerin biiyiime ve gelismelerinin
birbirine paralel olmasi saglanmistir. Nisan, mayis, haziran ve temmuz aylar igerisinde
yapilan ¢imlendirme islemleri sonucu 4 giinde neredeyse tiim tohumlar ¢imlenmis ve
fideler sera kosullarina aktarilmistir. Boylece dis ortamin 151k siddeti altinda gelismeleri
saglanmistir. Seralarda hi¢bir kimyasal giibre ve ila¢ kullanmadan sadece musluk suyu
ile sulanan bitkilerde yabanci ot miicadelesi mekanik olarak yapilmis ve aycicegi

bitkilerinde hicbir hastalik gbzlenmemistir.

Taskin (2005), biberde yaptigi calismada mayis aymdan itibaren ocak ayina
kadar 9 ay boyunca aldig1 biber anterlerini kiiltiire almis ve elde edilen embriyo sayilari
acisindan nisan, mayis ve haziran aylarimin yiiksek verim olusturdugu geri kalan aylarda
ise verimin distiigiinii bildirmistir. Bu calisma, donor bitkinin yetisme doneminin
uygun anter temini i¢in ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda
anterlerin alinma doneminin yaratacagi bu etkiyi ortadan kaldirmak icin nisan, mayzs,
haziran ve temmuz aylarinda yetistirilen aycicegi bitkilerinden elde edilen anterler esit
oranlarda kanstirilarak tiim deneme gruplarinda karisik kullanilmistir. Bu sayede 2010

ve 2011 yilinda elde edilen verilerde herhangi bir sapma gozlenmemistir.
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Yapilan arastirmalar, erken ciceklenen genc c¢icek tomurcuklarinin en fazla
androjenik kapasiteye sahip polen taneciklerini igerdigini ve tomurcuklarin ¢igceklenme
periyodunun basinda toplanmasi gerektigini gostermistir (Smykal 2000). Bu sonuglar da
desteklemektedir ki bu arastirmada ilk olgunlasan apikal kapitulumun kullanilmasi

androgenik cevabin yiiksek ¢cikmasina katki saglamistir.

Donér bitkinin yetisme kosullarindan bagka bir diger kritik evre de uygun
mikrospor safhasinin tespitidir. Ciinkii uygun safhadaki mikrosporlar Kkiiltiire
almmadikca, diger Kkiiltlir sartlar1 optimum olsa dahi polen embriyogenesisi
gerceklesmeyecektir. Birgcok tiirde bu uygun satha her ne kadar tek cekirdekli
mikrospor sathasi olarak genellestirilmigse de farkli tiirlerde yapilan detayli ¢alismalar
bu kritik noktanin mayoz sonrasi tetratlarin olusumundan baslayan ve 1. mitoz boliinme
sonrasindaki nisasta depolanmasindan hemen Onceki doneme kadar siiren bir zaman
dilimi icinde oldugunu gostermistir (Sunderland ve Dunwell 1977). Ancak ayciceginde
anter kiiltiirti ile ilgili yapilan calismalarda mikrosporlarin erken, orta veya ge¢ tek
cekirdekli evrede oldugu acilmamus tiip ciceklerden temin edildigi ve basarili sonuglar
alindig bildirilmistir (Saji ve Sujatha 1998, Thengane vd. 1994, Nurhidayah 1996,
Vijaya Priya vd. 2003). Bu calismada da mikrosporlarin tek cekirdekli evrede iken
kullanilmasi uygun goriilmiistiir. Baz1 deneme gruplarinda %100 kallus verimi olugmast
da gostermistir ki tek cekirdekli mikrosporlar androgenik gelisme icin uygun bir

evredir.

Uygun anter safhasini belirlemek i¢in genellikle tomurcuk sekli ve biiyiikligii ile
anterin gelisme safhasi arasinda bir iligki kurulmaktadir. Zamir vd. (1980)’ye gore,
mikrospor safhalan ile tomurcuk uzunlugu arasindaki iliski, baz1 bitkilerde bir anter
icindeki mikrosporlarin ayni1 gelisim safthasinda olmamasi nedeniyle her zaman dogru
olmayabilir. ‘Asenkronize’ mikrospor gelisimi olarak adlandirilabilecek bu yapiy1
gosteren tiirlerde daha ileri doénemde bulunan mikrosporlar ortama toksik madde
salgilayarak genc mikrosporlarin androjenik gelisimlerini baski altina alabilir (Kott vd.
1988, Kim vd. 2004). Ayrica anter igerisinde bulunan polenlerin yapisal ve boyutsal
acillardan farklilik gosterdigi bilinmektedir. Polen dimorfizmi denen bu durumda

polenlerin bir kismu gametofitik yonde diger bir kismi ise sporofitik yonde
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gelismektedir. Dolayis1 ile dimorfik yapidaki bu polenlerin sporofitik yonde gelisme
egilimi olanlarin sayisal degeri ile olusacak embriyo sayisi arasinda bir korelasyon
bulunmaktadir (Ellialtioglu vd. 2002). Yapilacak sitolojik bir 6n ¢alisma ile anter
icerisindeki mikrosporlarin hangi evrelerde bulundugu ve bu mikrosporlarin hangi
tomurcuk biiyiikliigiinde elde edilebilecegi tespit edilmelidir. Ozellikle ilk defa
calisilacak tiirlerde bunu yapmak elzem olabilir. Bunun yaninda ¢igek tomurcuk
biiyiikliigiiniin, genotipe, tomurcugun bitki iizerinde bulundugu yere ve bitkinin yasina

bagl oldugunu da unutmamak gerekir (Ellialtioglu vd. 2002).

Tek cekirdekli mikrosporlarin hangi evredeki c¢iceklerde bulundugunu tespit
etmek amaci ile 3, 4, 5 ve 6 mm uzunlugundaki heniiz agmamus tiip ¢iceklerden alinan
anterler {izerinde mikroskobik incelemeler yapilmistir. Tek c¢ekirdekli uygun
mikrosporlarin 3 ve 4 mm uzunlugundaki ciceklerde goriildiigii, 5 ve 6 mm
uzunlugundaki ciceklerde bulunan c¢iceklerin ise c¢ift cekirdekli evreye gectigi
gozlenmistir. Meri¢ (2002) ayciceginin fertil HA 89 “B” hattinda mikrogametogenezi
inceledigi calismada 3, 4 ve 4.5 mm boyundaki tiip c¢igeklerin heniiz tek cekirdekli
evrede oldugunu, 5.5 cm ve iizerinde ise ¢ift ¢ekirdekli evreye gectigini bildirmistir.
Dolayisi ile bu caligmada tek cekirdekli evredeki mikrosporlari elde etmek amaci ile 3
ve 4 mm boyundaki cigeklerden anter temini yapilmistir. Her iki boydaki ciceklerden
alman anterler karisik olarak deneme gruplarinda kullanilmis ve esit oranda kullanimina
dikkat edilmistir. Boylece anterin gelisme durumunun deney sonucuna etkisinin

minimize edildigi diisiiniilmektedir.

Yapilan incelemeler sirasinda heniiz agmamis olan kapitulumlarin degisik
evrelerde ¢igekler bulundurdugu gézlenmistir. Keza bu gozlem Meri¢ (2002) tarafindan
da bildirilmistir. Kapitulumun cevresinde bulunan ¢icekler daha once olgunlasmaya
baslamislardir. Merkeze dogru gidildik¢e daha genc ciceklere rastlanmaktadir. 3 ve 4
mm boylarinda uygun mikrospor evresini barindiran ¢iceklerin daha ¢ok 3 ve 4 cm capa
sahip kapitulumlarda yer aldig1 gézlenmistir. Bunun iizeri captaki kapitulumlar uygun
cicekleri bulundursa da ¢iceklerin ¢ogunun sar1 renk aldigi ve 4 mm iizerinde boya
sahip olduklar1 gozlenmistir. Bulgular kisminda da deginildigi gibi sar1 renk almis

cicekler degil de yesilimsi krem renkli ¢icekler uygun anterleri bulundurduklar i¢in bu
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calismada kullanilmistir. Vijaya Priya vd. (2003)‘de aycicegi ile yaptig1 caligmada krem

renkli ciceklerin anter temininde kullanildiginmi bildirmistir.

Kiiltiire alinan aycgicegi anterlerinin androgenik cevaplar iizerinde genotip, 151k,
NAA ve BA’nin etkileri bulgular kisminda verilmistir. Bu faktorlerin etkileri asagida

ayr1 ayri tartigilacaktir.

Calismamizda genotipin etkisini gormek icin iki farkli aycicegi hatti
kullanilmistir. Isik ve kullanilan hormon kombinasyonlarina bagli olarak hem G1’de
hem G2’de maksimum %100 kallus olusumu saglanmistir. Isik ve hormon
kombinasyonlar1 dikkate alinmadan tiim deney gruplar iizerinde yapilan analizde ise
G1’in kullanilan tiim anterlerinin %30’u kallus olusturmus iken G2’de bu oran %19
olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). 1ki genotip arasindaki bu fark 0.05 6nem diizeyinde
onemli bulunmustur. Bir ¢calismada, Helianthus annuus L. cv. Morden ve {i¢ farkli hibrit
cesit, genotipin androgenik cevap iizerindeki etkisini 6l¢cmek i¢in karsilagtirilmistir.
Genotipler arasindaki fark kallus olusturma acisindan 6nemli bulunmamis iken embriyo
olusumu agisindan 6nemlidir (Saji ve Sujatha 1998). Ayciceginin Morden, Russian,
Super Start ve Albena cesitleri iizerinde yapilan bagka bir ¢alismada en yiiksek
embriyojenik cevap Russian cesidinde elde edilmis ve genotipin anterden kallus
olusumunu ciddi sekilde etkiledigine deginilmistir (Thengane vd. 1994). Baska bir
caligmada keten bitkisinin sekiz ayr genotipi kullanilmis, bu genotiplerden biri hig
tepki olusturmamigken, diger yedi genotip %0.5 ve %3.6 gibi diisiik bir deger araliginda
kallus olusumu tepkisi vermistir (Kurt ve Evans 1998). Duran (2007), Triticum durum
Desf. tiirii ile yaptig1 calismada ‘Kunduru 1149°, ‘Berkmen 469’ ve ‘DH-Berkmen’
genotiplerinin anter kiiltiirline kabiliyetlerini aragtirmis ve en iyi kallus olusumunun %
0.62 ile Berkmen 469 genotipinde bulundugunu bildirmistir. Literatiirdeki bilgiler ile bu
calismanin bulgular1 karsilastirildiginda, genotipin anter kiiltiirii calismalarini ¢ok farkl
evrelerde (kallus olusumu ve embriyo olusumu gibi) etkiledigini sdylemek miimkiindiir.
Ayrica bu calisgmada bazi deneme gruplarinda elde edilen %100’liik kallus veriminin

basaril1 bir sonug¢ oldugu diisiiniilmektedir.

Anterlerden embriyojenik kallus olusumu acgisindan genotipin etkisine

baktigimizda yine diger faktorlere bagli olmak kaydi ile Genotip 1 i¢in en ¢cok % 47
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(fotoperiyotta ve 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA igeren MS ortamda) oraninda ve Genotip 2
icin en ¢cok % 43 (karanlikta ve 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren MS ortamda) oraninda
tepki olusmustur. Bu iki grup arasindaki farkin 6nemli olmadig tespit edilmistirr. Keza
diger faktorlerden bagimsiz olarak genotipin tiim deney gruplarindaki anterlerin
embriyojenik kallus olusturma oranlar {izerindeki etkisine bakildiginda, genotip 1 i¢in
%9 ve genotip 2 i¢in %7 oldugu goriillmektedir (Cizelge 4.4). Bu oranlar arasindaki fark
da oOnemli bulunmamistir. Genotipin direk embriyo olusumu iizerindeki etkisine
baktigimizda diger faktorlere bagli olmak kosulu ile her iki genotipte en ¢ok %10’luk
basar1 saglanmistir. Tiim deneme gruplarindaki anterlerden direk embriyo olusumunda
da her iki genotipin basar1 orami %1 civarindadir. Her iki durumda da ortalamalar
arasinda anlaml bir fark bulunamamistir. Biberde yapilan bir anter kiiltiirii calismasinda
kullanilan 6 genotipten yalnizca ii¢ tanesinde %0.2, %0.2 ve %1.5 oraninda embriyo
olusumu elde edilmisken, diger iic genotip hi¢ embriyo olusturmamistir (Sayilir ve
Ozzambak 2005). Giirel vd. (1991a) aycicegi ve baz tiireler arasi hibritlerinin anter
kiiltiirinde diisiik frekansh direk embriyo formasyonu (%0.47 ile %3.4 arasi) elde
ettigini rapor etmistir. Bu calismada her iki genotipte direk embriyo olusumu
geceklesmisse de oranlar yukarnidaki caligmalarda deginildigi gibi diisiiktiir. Her iki
genotip icinde anterlerin hi¢ kararmadan ve canlilifimi yitirmeden kiiltire devam
ettikleri deneme grubu bulunmasinin yaninda, kullanilan tiim anterler diger etkenlerden
bagimsiz diisiiniildiigiinde genotipten anlamli derecede etkilenmistir. Genotip 1°de

ortalama kararma orami %71 iken Genotip 2’de %81°dir.

Yukanda tartigilan bulgular 1s181inda bu calismada kullanilan G1 ve G2 1slah
hatlarinin anterleri arasinda kallus olusturma potansiyeli ve kararma ag¢isindan 6nemli
farklarin bulundugu tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda genotipin anter
androgenesisini etkiledigi yondeki literatiir bilgileri (Thengane vd. 1994, Tomes 1990,
Razdan 1992, Saidi vd. 1997) bizce de desteklenmektedir. Ayrica genotipin androgenik
potansiyel iizerindeki bu etkisinin Saji ve Sujatha (1998)’nin dedigi gibi farkli igsel
hormon seviyelerinden kaynaklanmis olabilecegi goriisiine katilmaktayiz. Calisma
basitce genotipin diger tarim bitkilerinde oldugu gibi aycicegi anter kiiltiiriinde de
onemli bir rolii oldugunu fakat genetik kontroliin dogasim1 anlamak ve androgenik
kapasite lehine gen rekombinasyonu ¢alismalan i¢in detayli arastirmalarin gerektigini

onermektedir.



107

Ayciceginin anter kiiltiiriinde 15181n androgenik cevaba etkisini test etmek icin
anterler 6 hafta boyunca ya siirekli karanlikta tutulmus ya da 16/8 saat fotoperiyotta
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda karanlikta olusan kalluslar sarimsi renkte iken
fotoperiyotta muhafaza edilen anterlerden olusan kalluslar ise yesilimsi sari renkte
olmustur. Saji ve Sujatha, (1998) kendi ¢alismalarinda karanlikta elde edilen kalluslarin
beyaz veya acik sar1 renkli oldugunu, 1sikta ise yesil renkli oldugunu bildirmislerdir.

Bizim sonuclarimizda bu bulgularla ortiismektedir.

Isigin diger faktorler ile birlikte toplam kallus olusumu, embriyojenik kallus
olusumu, direk embriyo olusumu ve kararip canliligini yitiren anter orani iizerindeki
etkisi Cizelge 4.7°de verilmistir. Diger faktorlerden bagimsiz olarak tiim deneme
gruplan iizerinde yapilan analizde fotoperiyot ortamindaki anterlerin %31 ‘inin kallus
olusturdugu gozlenmigken karanlik ortamda bu oran %19’dur. Isigin embriyojenik
kallus olusumu iizerindeki etkisine baktigimizda ise fotoperiyot uygulamasinda
anterlerin %10’u, karanlikta ise %5’i embriyojenik kallus olusturmustur (Cizelge 4.8).
Aymn sekilde 151k direk embriyo olusumunda da etkili olmustur. Direk embriyo olusumu
oldukga diisiik olsa da fotoperiyotta %2 ve karanlikta %0,2 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.9). Hicbir tepki vermeyen ve karararak Olen anterlerin oranlan
karsilastirildiginda fotoperiyotta %69 ve karanlikta %81 olarak bulunmustur (Cizelge
4.10). Yukarida verilen tiim degerler arasindaki fark istatistik agidan onemlidir. Sonug
olarak goriildiigli lizere fotoperiyot uygulamasimin karanlifa kiyasla tim karakterler

acisindan daha basarili oldugu tespit edilmistir.

Nurhidayah, (1996) ayciceginin farkli genotipleri ile yaptig1 anter kiiltiirii
calismasinda anterlerin karanlikta kalma siiresinin 0’dan 18 giine kadar artmasinin,
anterden kallus olusumunu ©Onemli derecede azalttigin1 bildirmistir. Ayrica tiim
genotiplerde 18 giinliik karanlik uygulamasinin direk embriyogenesis iizerinde negatif
etkisi oldugunu bildirmistir. Yine karanlik uygulamasinda rejenerasyon ortaminda
organogenesis meydana gelmedigini bildirmistir. Buna karsin siirekli aydinligin belirgin
bir pozitif etkisi oldugunu soylemistir. Ote yandan Amaury vd. (1997) Lilium
longiflorum ile yaptiklarn anter kiiltiirii calismasinda karanlhigin kallus olusumunu

destekledigi fakat 1518 inhibe ettigini bildirmislerdir. Yine bir baska arastirmada
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karanlik inkiibasyonunun etkisinin ay¢icegi anterlerinde embriyoid olusumunda, kallus
indiiksiyonuna oranla daha belirgin oldugu bildirilmistir. Karanlikta gelisen kalluslar
embriyoidlere farklilagirken, aydinliktakiler morfogenik yeterliklerinden yoksun
kalmiglardir. Bu durum, kallus gelisimine kadar anterlerin karanhkta kiiltiire
almmasinin ay¢iceginde androgenesis olusumu lehine ©nemli bir faktdr olarak

goriilmektedir (Saji ve Sujatha 1998).

Yukarida bahsedilen bu ¢eliskili sonuglar ¢alismalarda kullanilan farkli hormon,
genotip ve diger baska faktorlere bagh olabilir. Nitekim bizim calismamizdaki deneme
gruplar tek tek incelendiginde bu durum gozler oniine serilmektedir. Ornegin Cizelge
4.2°te verildigi tizere, 2 mg/l NAA ve 2 mg/l BA ile desteklenmis MS temel besi
ortaminda kiiltire alinan Genotip 1’in anterleri hem fotoperiyot hem de karanlk
inkiibasyon ortaminda %100 oraninda kallus olusturmuslardir. Genotip 2’den alinan
anterler ise aymi hormon kombinasyonlarinda fotoperiyot ortaminda %77 oraninda
kallus olustururken, karanlik ortamda sadece %13 oraninda Kkallus olusturmustur
(ortalamalar aras1 fark 6nemlidir). Goriildiigii gibi yalmz genotip 1 ele alindiginda 1s181n
herhangi bir etkisi yok iken Genotip 2 ele alindiginda fotoperiyot ortamindaki

anterlerin, siirekli karanlik ortama kiyasla daha basarili oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak bazi aragtirmacilar anterden kallus indiiksiyonu iizerinde siirekli
aydmligin belirgin bir pozitif etkisi oldugunu bildirirken (Nurhidayah 1996), bircok
aragtirmaci tarafindan 15181 tek basimna indiiksiyon siireci i¢in bir 6n kosul olmamasina
ragmen ileriki gelisim safhasinda 6nemli oldugu rapor edilmistir. (Sangwan-Norreel
1977, Sunderland ve Roberts 1977, Nair vd. 1983). Bu calisma ise 15181in aygicegi
anterlerinden androgenesis uyartimi iizerinde pozitif yonde etkili oldugunu fakat bu

etkinin kullanilan genotipe gore farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Cho (1991), androgenesisin basariya ulagmasi i¢in, anter dokularinin fizyolojik
durumuna gore hormonlara optimum seviyelerde ihtiya¢ duyuldugunu ileri siirmiistiir.
Anter kiiltiiriinde belirli birkag¢ bitki biiyiime regiilatorii kullanilmaktadir. Genellikle
baslangi¢ ve rejenerasyon ortamlarinda 2,4-D, TAA, IBA, NAA gibi oksinler ya da
alternatif olarak kinetin, zeatin ve ribozit gibi sitokininler kullanilmistir (Luckett ve

Darvey 1992).
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Bu ¢alismada bir oksin olan NAA ve bir sitokinin olan BA’nin farkli miktarlar
0, 0.5, 1 ve 2 mg/l) kombine olarak kullanilmistir. Toplamda 16 farkli hormon
kombinasyonunun anterden androgenesis uyartimi tizerindeki etkisi incelenmis ve toplu

sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Calismamizin en belirgin sonuglarindan biri genotip ve 151k durumu ne olursa
olsun NAA ve BA icermeyen temel MS ortamlarinda hi¢bir androgenik cevap
olusmamigtir. Bu ortamlarda bulunan tiim kalluslar Onceleri bir miktar sisme
gostermisse de 2. haftadan sonra kararip canliliklarim yitirmeye baslamiglardir. Vijaya
Priya vd. (2003), 6 farkli aycicegi genotipi iizerinde yaptiklar1 calismada bizim
bulgularimiza benzer sekilde hormonsuz MS temel ortaminda kallus olusumu
gozlenmedigini bildirmislerdir. Bu durumu anter icindeki mevcut endojen hormonlarin
kallus tesvikinde yeterli olmadig fikri ile agiklamislardir. Bizim calismamizda da
hormonsuz ortamda androgenik tepki olusmamasinin sebebi olarak bu fikir akla

gelmektedir.

Ayni caligmada, MS temel ortamina 0.1 mg/l NAA ve 0.2 mg/l BA eklendiginde
genotipe bagli olarak %77-%97 arasinda degismek kaydi ile kallus olusumu
gozlenmistir. Hormon oranlart 2.0 mg/l NAA ve 1.0 mg/l BA seklinde arttirildiginda
yine genotipe bagl olarak %74 ile %90 arasinda deisen oranlarda kallus olusumu
gerceklesmistir. Ancak goriildiigii iizere oksin ve sitokinin miktarlarindaki artisin (NAA
ve BAP) kallus iiretimi iizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 gozlenmistir (Vijaya Priya
vd. 2003). Bizim calismamizda ise Cizelge 4.19°da verildigi iizere hem NAA’nin hem
de BA’nin artisi, 0’dan farkli bir konsantrasyonda kullanildig1 siirece kallus olusum
oranin1 6nemli diizeyde arttirmistir (NAA ve BA miktarina bagh olarak %5’ten %92.5’e
kadar). Bu duruma sadece 2 mg/l NAA i¢in BA’nin 1 mg/I’den, 2 mg/l’ye arttirilmasi
sonucu meydana gelen diisiis istisna teskil etmekle birlikte bu diisiis istatistik yonden
onem arz etmemektedir. Bir bagka arastirmada ayciceginin 5 farkli genotipinden alinan
anterlerden yalnmizca ii¢ genotip icin kallus cevabi olusmustur. 0.5 mg/l NAA ve 0.5
mg/l BA iceren modifiye MS (I1) ortaminda genotipe gore degismek kaydi ile %72 ile
%96 arasinda kallus cevabi elde edilmisken, 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren modifiye
MS (I2) ortaminda yine genotipe gore degismek kaydi ile %75 ile %95 aras1 kallus
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cevabi olusmustur. NAA ve BA miktarindaki artisin 6nemli bir kallus olusumu artisina
sebep olmadig goriilmektedir (Nurhidayah 1996). Bu bulgular bizim bulgularimizla
celismektedir. Bu celigkinin sebebi olarak genotip farkliligi akla gelen ilk sebeptir. Her
ne kadar Vijaya Priya vd. (2003) kallus tesviki i¢in biiyiime diizenleyicilerin kritik
oneme sahip olmadigmi, sadece embriyojenik kallus eldesi icin biiylime
diizenleyicilerin optimum dozuna gereksinim oldugunu savunuyorsa da biz kendi
bulgularimiz dogrultusunda en azindan bizim kullandiZimiz aygicegi genotipleri icin
biiylime diizenleyicilerin kallus olusumunun tesvik edilmesinde de Onemli bir etkisi
oldugunu savunmaktayiz. Bu durum embriyojenik kallus olusumunun tesviki i¢in de
gecerlidir. NAA ve BA konsantrasyonuna bagh olarak elde edilen embriyojenik kallus
oranlan Cizelge 4.2 de verildigi gibi %3 ila %47 arasinda degismektedir. NAA ve BA
miktarlarindaki artis embriyojenik kallus olusumunu 6nemli diizeyde arttirmistir.
Nurhidayah vd. (1996), ayciceginin 5 farkli genotipinden alinan anterlerinden yalnizca
bir genotipte embriyojenik kallus cevab1 verdigini, bu cevabin da 0.5 mg/l NAA ve 0.5
mg/l BA igeren modifiye MS (I1) ortaminda %13 oldugunu, fakat kullanilan hormonlar
1 mg/l NAA ve 1 mg/l BA seklinde artirilinca morfogenik kallus olusturma agisindan
basart elde edilemedigini bildirmistir. Bu sonucun bizim bulgularimiz ile celistigi
sOylenebilirse de, embriyojenik kallus elde edilmesi iizerine hormonlarin etkisine
bakildiginda bu farkin iki ¢alismada kullanilan genotiplerdeki farkliliktan kaynaklandigi

diisiiniilmektedir.

Ote yandan Giirel ve Kazan, (1998) ayciceginin farkli bir genotipinde degisik
somatik dokulardan aldiklar1 eksplantlardan kallus gelisimi agisindan tiim NAA
konsantrasyonlar1 i¢in BAP konsantrasyonunun attirilmasinin kallus olusum miktarini
siirekli artirdigin1 ve eksplant tipi ne olursa olsun NAA bulunmayan ortamlarda kallus
olusumunun daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Bu calismadan anlasildigi kadan ile
BA’nin kallus olusumunu tesvik ettigi fakat NAA’ nin etkili olmadig1 sdylenmektedir.
Yukarida da bahsedildigi gibi farkli genotip ve farkli inkiibasyon kosullan (siirekli 151k-
karanlik- fotoperiyot), biiyiime diizenleyicilerin anterden kallus veya embriyojenik
kallus olusumunu degisik sekillerde etkilemektedir. Bu faktorler arasindaki interaksiyon
g6z Oniine alindiginda bizim Onerimiz, ayciceginde anterlerinde androgenesis uyartimi
isteniyorsa her genotip icin ayri ayri hormon miktarlarinin ve kombinasyonlarinin

optimize edilmesi gerekmektedir.
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Giirel vd.(1991a) aycicegi ve bazi tiirler arasi hibritlerinin anter kiiltiiriinde
diisiik frekansh direk embriyo olusumu (%0.47 ile %3.4 arasi) elde etmistir. Saji ve
Sujatha, (1998) ayciceginde yaptigi calismada genotipe bagli olarak %0 ila %44
oraninda embriyo olusumu elde etmistir. Bizim calismamizda, genotip, 151k ve hormon
cesidine bagli olarak %0 ila %10 arasinda degisik oranlarda direk embriyo olusumu
gerceklesmistir. Bu oran Giirel vd. (1991a)’den yiiksek iken, Saji ve Sujatha (1998)’dan
diigiiktir. Bu farkliligin sebebi olarak bahsedilen calismalarda farkli genotiplerin

kullanilmis olmasi diisiiniilmektedir.

Calismamizda embriyo olusumun diisiik olmasimin yaninda Kkiiltiiriin ikinci
haftasin1 takiben olustugu ortamda alt kiiltiire almman embriyolar bozularak kallus
olusturmus ve zamanla kallus dokusu igerisinde kalmistir. Thengane vd. (1994), 0.1
mg/l ABA, 0.2-1.0 mg/l GA3 ya da hormonsuz farkli ortamlarda test ettikleri ayc¢icegi
anteri kokenli embriyolarin ¢imlenmedigini ve sadece kallus artis1 gézlendigini rapor
etmistir. Buna ek olarak, Ar1 (2006) Manisa lalesinde yaptig1 anter kiiltiirii calismasinda
elde edilen globular embriyolarin higbirisinin bitkiye doniistiiriilemedigini bildirmistir.
Bu sonug iizerine, elde edilen globular embriyolarin ¢ogunlukla diger bazi tiirlerdeki
embriyolar gibi anter icerisinde serbest halde gelismemis olmasimin etkili oldugunu
digiinmektedir. Ciinkii olusan embriyo veya embriyoidlerin baslangi¢c asamasi olan
globular embriyolar, ilk goriinmeye basladiklarinda teksel yapida olmalarina ragmen
daha sonra globular embriyolarla birlikte bunlarin ¢evresindeki kallus hiicrelerinin de
ayn1 anda ¢ogalmaya baglamasi sonucu, embriyo veya embriyoidler genellikle kallus
icerisine gomiili hale gelmistir. Elde edilen globular embriyolarin sayisinin az olmasi,
bir embriyo olgunlastirma veya embriyo c¢imlendirme denemesi kurulmasina izin
vermemigstir. Bununla birlikte elde edilen globular embriyolar yine de olustuklar
ortamin bazal ortamma aktarillarak ¢imlendirilmeye calisilmig, ancak sonug
almamamistir. Benzer bir sonuca gore, Karakulluk¢u (1991)’nun patlicanda yaptigi
anter kiiltiirii calismasinda da ozellikle baslangictaki globiiler olusumlardan ¢cogunun
gelisimleri sonradan bloke olmus, bazilar1 kdk olusturup siirgiin ucu vermemistir.
Yukarida bahsedilen calismalara benzer olarak bizim elde ettigimiz embriyolarinda
gelisimleri bloke olmus ve kallus dokusu tarafindan cevrelenmistir (Sekil 4.7). Tiim

denemelerde az sayida direkt embriyo olustugu icin bunlarin farkli ortamlarda
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cimlenmelerini saglayacak kosullarin aragtirllmast miimkiin olmamistir. Fakat
embriyojenik kalluslarda bulunan embriyoid benzeri globiiler yapilar ile boyle bir
deneme kurulmus yine de basarili sonu¢ alinamamistir. Bu deneme sonuglar ileride

tartisilacaktir.

Kiiltiir ortaminda meydana gelen kalluslarda karsilagilan bir baska durum ise
karanlik uygulamasindaki kalluslarin neredeyse yarisinda kirmizi renk olusumudur
(Sekil 4.8). Bu durum ikinci hafta civarinda gbzlenmis ve takip eden giinlerde ortadan
kaybolmustur. Ardindan kalluslar acik sari-krem renk almistir. Literatiirde boyle bir
duruma rastlanamamistir. Sadece Ari1 (2006)’nin Manisa lalesinde yaptig1 anter kiiltiirii
calismasindaki bazi kallus resimlerinde benzer durum goriilmiistiir. Fakat yazar bu
durumdan ¢aligmasinda bahsetmedigi i¢in giivenilir bir bilgi olarak goriilmemektedir.
Sonu¢ olarak bu renk olusumunun 6zellikle kiiltiiriin ilk doneminde strese bagh
meydana geldigi ve antosiyanin birikiminin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Nitekim Merzlyak ve Chivkunova (2000), antosiyaninin elmada, hem 1s1k kaynakl
strese hem de hasara karg1 koruyucu fonksiyonu oldugunu 6nermistir. Antosiyoninlerin
goriiniir 151k spektrumunun  yesil-turuncu bolgesinde klorofil absorbsiyonunun
boslugunu doldurmada etkili bir i¢ 1s1k yakalayicis1 olarak fonksiyon gordiigi
diisiiniilmektedir. Dolayisi ile bizim ¢alismamizin erken evresinde karanlik ortamda 151k
stresine maruz kalan kalluslar klorofil yoklugunu antosiyaninin sentezi ile kapatmaya

calistigt icin kirmizi renk olusumu gozlenmis olabilir.

Onceki caligmalar PVP gibi antioksidanlarin besi yerine eklenmesiyle
kahverengilesmenin Oniine gecilebilecegi bildirilmistir (Roy ve Sarkar 1991, Sudripta
vd. 1999). Dayan (2006), 0.6 g/l PVP kullamilan eksplantlarda ¢ok fazla
kahverengilesme sorununa rastlanmadiginm rapor etmistir. Liao vd. (2004) Aloe vera L.
var. chinensis ile yaptiklar1 c¢alismada besi yerine 0.6 g/l PVP sonucu c¢ok nadir
kahverengilesme sorunu yasadiklarimi belirtmislerdir. Besi yerinde veya aycicegi
anterlerinde meydana gelen kahverengilesme sorunu agmak sebebi ile bu caligmada
PVP’nin dort farkli konsantrasyonu genotip ve 1sik faktorii ile kombine olarak
denemeye alinmistir. Genotip 1 icin yapilan denemede gerek karanlik gerekse aydinlik
ortamda PVP’nin etkisi istatistiki agidan énemli bulunmamustir (Cizelge 4.20). Genotip

2’de ise kallus olusturma orani maksimum %97 (karanlik ortamda, %0.5’lik PVP
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konsantrasyonunda), minimum % 47 olmustur (fotoperiyot ortamda, %0.5’lik PVP
konsantrasyonunda). Ancak genotip ve 151k faktorlerinden bagimsiz bir degerlendirme
yapildiginda PVP konsantrasyonundaki artis kontrole gore kallus olusum oranim
duisiiriir gibi goriinse de fark istatistik acidan 6nemsizdir (Cizelge 4.21). Sonug olarak
besi yerine PVP eklenmesi kallus olusumu oranlarini etkilememistir. PVP’nin anter
kararmasi iizerindeki etkisine baktigimizda 151k ve genotipe bagli olmaksizin tiim
deneme gruplar degerlendirildiginde kontrol grubunda %11.7 oraninda kararma varken
%0.1, 0.5 ve 1’lik PVP konsantrasyonunda sirasiyla %16.7, %14.7 ve %25 Kararma
gozlenmistir (Cizelge 4.22). IIk ii¢ oran arasindaki fark anlamsiz iken son oranin farki
istatistik olarak digerlerinden Onemlidir. Yani kisaca %1°lik PVP kullanim1 kararma
oranim arttirmistir. Zhong vd. (1995)’nin aktardigina gore aycicegi anter kiiltiiriinde,
anter ve besi yeri kahverengilesmesini azaltan PVP’den % 0.1 oraninda eklenmesi
sonucu embriyogenesis artmistir. Diger tiirlerde oldugu gibi, genotipik cesitlilik anter
tepkisinde 6nemli bir parametredir ve genotipe bagh farkli PVP etkisi bulunmasi sonucu
besi ortami ile genotipin interaktif bir etkilesim icinde oldugu onerilmektedir. Bizim
sonuclarimiza baktigimizda PVP kullamiminin embriyogenesis iizerinde olumlu bir
etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Tam tersi Genotip 2°’de PVP kullanimi kallus olusumunu
kotii yonde etkilemistir. Dolayist ile literatiir bilgileri ile celisen bir durum soz
konusudur. Ancak Zhong vd. (1995)’nin dedigi gibi PVP’nin etkisinin genotipe bagl

oldugu sonucu bizim ¢alismamizca da desteklenmektedir.

Haploid bitkilerin dihaploid hale getirilmesi ve homozigot saf hatlar elde
edilmesi, haploidizasyon c¢alismalarinin son ayagimi olusturmaktadir. Bu amagla
kuvvetli bir mutajen olan kolsisin kullammi yaygindir ve ayciceginde de
kullanilmaktadir (Downes ve Marshall 1983). Ig iplikleri olusumunu engelleyen
kolsisin, mitoz sirasinda kromozomlarin kutuplara cekilmesini engelleyerek genetik
materyalin ayn1 hiicrede iki katina ¢ikmasim saglar. Kolsisin muamelesi, gerek in vitro
gerek in vivo olarak yapilabildigi gibi ¢ok farkli bitki kisimlarina uygulanabilir.
Ornegin, in vitro ortamda kahve mikrosporlarma (Herrera vd. 2002), in vitro ortamda
bugday anterlerine (Navarro-Alvarez vd. 1994), in vitro ortamda ¢ogaltilmis Miscanthus
¢im siirgiinlerine (Glowacka vd. 2010), in vitro ortamda Colophospermum mopane
tohumlarina (Rubuluza vd. 2007), in vivo ortamda aycicegi fidelerine (Downes ve

Marshall 1983) ve in vitro ortamda partenogenetik olarak iiretilen embriyolardan elde
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edilmis haploid bitkilerin apikal meristemlerine (Todorova vd. 1997) uygulanmis ve

basarili sonuclar alinmistir.

Bizim calismamizda kolsisin, anter ve kallusta kromozom katlamasi iizerine
etkisini gormek icin hem direk anterlere uygulanmis hem de anterlerden elde edilen
kalluslara uygulanmistir. Bu uygulamada, 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA iceren besi
yerlerine 0, 0.1, 0.2 g/l olarak eklenen kolsisine 3 giin siire ile maruz birakilan anterler,
kolsisin icermeyen aymi bilesimdeki ortama alinip gelisimleri 6 hafta izlenmis ve
sonuclar Cizelge 4.23’de gosterilmistir. Bu uygulama sirasinda anterlerden yalnizca
nonembriyojenik kallus olusumu gozlenmistir. Kolsisin konsantrasyonu arttik¢a kallus
olusum orani diismiis, anterlerde kararma (6liim) orani artmistir ve bu durum her iki
genotip icinde benzer olmustur. (Cizelge 4.23). Ayrica bu uygulamada embriyojenik
kallus olusumu ve direk embriyo olusumu gozlenmemistir. Elde edilen saglikli
nonembriyojenik kalluslar ise rejenerasyon ortamlarinda tepki vermemis ve bitki
olusturmalar1 s6z konusu olmamistir. Kalluslara kolsisin uygulamasi yine yukaridaki
konsantrasyonlarda yapilmis fakat Cizelge 4.24’deki hormonlar ile kombine edilmistir.
Bu uygulama sonunda kalluslarda herhangi bir gelisme gozlenmezken bazilarinin
kahverengilestigi goriilmiistiir (Sekil 4.9). Kolsisin konsantrasyonundaki artisa bagl
olarak kahverengilesme oran1 %61’lere kadar ¢ikmistir. Anterlere yapilan uygulamada
oldugu gibi kalluslara yapilan kolsisin uygulamasinda da herhangi bir bitki olusturmak

miimkiin olmamuistir.

Kahvede androgenesis uyartimi1 ve bitki rejenerasyonu i¢in mikrosporlara in
vitro ortamda kolsisin muamelesini yapildigir calismada, 100 mg/l kolsisinin 48 saat
siireyle uygulanmasi en iyi androgenik cevabi vermistir. Rejenerantlarin %95’inin
dihaploid oldugu bildirilmistir. Ancak baz1 double-dihaploid bitkilerde elde edilmistir.
Dolayisiyla kahve mikrosporlarina kolsisin uygulanmasi sonucu sadece androgenik
uyarilma degil ayn1 zamanda kromozom duplikasyonunun da meydana geldigi rapor
edilmistir (Herrera vd. 2002). Bir baska calismada belirtildigi gibi, yaygin kromozom
katlama metodu bitkilere kolsisin muamelesi oldugu halde, kolsisin fitotoksik oldugu
icin yiiksek oranda bitki 6liimiine sebep olmaktadir. Dolayis1 ile bahsi gecen caligmada
farkli bugday genotipinin anterlerini ii¢ farkli kolsisin konsantrasyonu (0.0, 0.1, ve 0.2

g/l) iceren 9 farkli embriyoid uyartim ortaminda inkiibe etmislerdir. Ug giin sonra
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anterler yikanarak taze ve kolsisin igermeyen ortama alinmistir. Kolsisin
konsantrasyonundaki artis embriyo olusma oranin1 %77.4’ten % 29.9’a diistirmiis fakat
bitki rejenerasyon frekansim1 Onemli diizeyde etkilememistir (0.49 yesil
bitki/embriyoid’ten 0.40 yesil bitki/embriyoid’e diigmiistiir) ve double haploid bitki
olusum frekansim arttirmistir (19.0 doubled-haploid bitki/100 yesil bitki’den 72.3
doubled-haploid bitki/100 yesil bitki’ye c¢ikmistir). Olusan double-haploid bitki
sayilarina bakarak diisiik konsantrasyondaki kolsisinin baglangic ortamlarina
eklenmesinin etkili oldugu sdylenmistir (Navarro-Alvarez vd. 1994). Miscanthus ¢im
tiirleri ile yapilan bir ¢aligmada genotip, kolsisin konsantrasyonu ve uygulama siiresinin
etkileri incelenmistir. 4 kolsisin konsantrasyonu (156.5, 313, 626 ve 1252 uM) ve iic
uygulama zamaninin kombinasyonu (6, 18 ve 24 saat) diploid ve triploid genotiplerde
test edilmistir. Tiim denemelerden toplamda 448 poliploid bitki elde edilmistir.
Poliploidizasyonun etkisi bir genotipte 18 saat ve 313 uM kolsisin uygulamasi ile
%55’e ulagsmistir. Genotip ne olursa olsun 18 saat ve 313 pM kolsisin uygulamasi
poliploidi olusturmak i¢in en etkili kombinasyon olarak goriilmiistiir (14.9%) ve 6 saat
313 uM uygulamasi da optimum siirgiin canliligl i¢in uygun bulunmustur (Glowacka
vd. 2010). Yine baska bir arastirmada kolsisinin, Colophospermum mopane tohumlari
izerine etkisi in vitro ortamda calisilmistir. Tohumlar %0.05, 0.1 ve 1.0 kolsisin
soliisyonuna 24, 48 ve 96 saat siireler ile gomiiliip, 1/8 MS temel ortamina aktarilmistir.
Hayatta kalan 45 fidenin %44’ tetraploid, bir tanesi kimerik ve digerleri diploid olarak
bulunmustur. Tetraploid olusumu 48 saat %0.05 ve % 0.1’lik kolsisin uygulamasi
sonucu olmustur. %0.1’den yiiksek konsantrasyonlar ve 48 saat tistii uygulamalar bitki

gelisimi ve canliliginda ciddi zararlar olusturmustur.

Yukarida ki farkli bitkiler ile yapilan ¢aligmalara ek olarak aycicegine kolsisin
uygulamasi yapilan deneylerde vardir. Boyle bir calismada aycicegi fideleri in vivo
ortamda % 0.5 kolsisin ile muamele edilmistir. 100 bitkinin 54’4 yasamis ve cicek
olusturmustur. Elde edilen bitkilerin genellikle kimerik oldugu goriilmiistiir. Ve sonug
olarak kolsisinin bir¢ok bitki tiiriiniin en azindan bazi genotipleri i¢in gii¢lii bir mutajen
oldugu bildirilmistir (Downes ve Marshall 1983). Baska bir deneyde, ayciceginde
partenogenetik olarak iiretilen embriyolardan elde edilmis haploid bitkilerin apikal
meristemleri 5 saat boyunca % 0.15’lik kolsisine maruz birakilmistir. 912 bitkiden

296’s1 haploid digerleri diploidtir. 20 giin sonra bu bitkilerin ploidi durumlar tekrardan
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kontrol edilmis ve 239’u diploid, 25’1 haploid ve 32’si miksoploid olarak gézlenmistir.
Bu sonuclarin aygiceginde ¢ok yiiksek frekansli spontan diploidizasyona isaret ettigi

bildirilmistir (Todorova vd. 1997).

Yukardaki literatiir bilgileri ile karsilagtirildiginda bizim ¢alismamizda
karsilagilan kolsisin konsantrasyonu arttikca kallus olusum oraninmin diismesi ve
anterlerde kararma (6liim) oraninin artmasi kolsisinin fitotoksik etkisini gozler Oniine
sermigstir. Keza kalluslara kolsisin uygulamasi sonunda kalluslarda herhangi bir gelisme
gbzlenmezken bazilarinin kahverengilestigi ve kolsisin konsantrasyonundaki artiga bagh
olarak kahverengilesme oraninin %61’lere kadar ciktigi gercegi de bu durumu
desteklemektedir. Sonu¢ olarak en azindan bizim uygulamada kullandigimiz kolsisin
konsantrasyonu ve uygulama siiresi basarili sonuglar vermemistir. ileriki ¢aligmalarda
farkli uygulama siiresi ve farkli kolsisin konsantrasyonlari ile denemeler yapilarak bu
prosediiriin  gelistirilmesi gerekmektedir. Ayrica etkin bir rejenerasyon protokolii
gelistirmedikce bitkiye ulasmak séz konusu olmayacaktir. ileride tartisilacagi gibi bu
tez caligmasinin tamaminda oldugu gibi, hem anterlere hem de kalluslara yapilan

kolsisin uygulamasinda da herhangi bir bitki olusturmak miimkiin olmamustir.

Haploidizasyon c¢alismalarinda asil amacin, caligma sonucunda elde edilen
haploid yapilardan dihaploid saf homozigot bitkiler elde etmek oldugu bilinen bir
gercgektir. Dolayisi ile elde edilen haploid yapilarin rejenerasyonu kritik bir evredir. Bu
amagla tilkemizde yapilan bazi ¢aligmalarda daha once de sdylendigi gibi haploid veya
dihaploid bitkilerin elde edilmesi miimkiin olmus iken (Hiyarda embriyo kiiltiirii ile
Caglar ve Abak 1999, tiitiinde anter kiiltiirii ile Gencer 2002, biberde anter kiiltiirii ile
Taskin 2005, tiitiinde anter kiiltiirii ile Sakin 1994 ve bugdayda anter kiiltiirii ile Engin
Ozii 2006) bazilarinda ise haploid bitki elde edilememistir (Seker pancarinda ovaryum
kiiltiirii ile Giirel ve Giirel 1998, yazlik kabakta ovaryum kiiltiirii ile Yilmaz 2005,
Manisa lalesinde anter kiiltiirii ile Ar1 2006, arpada anter Kkiiltiirii ile Baba 1992,
cavdarda anter kiiltiirii ile Altindal 2005, ketende anter kiiltiirii ile Kurt ve Evans 1998

ve bugdayda anter kiiltiirii ile Duran 2007).

Biz de calismamizda elde ettigimiz nonembriyojenik kallus, embriyojenik kallus

ve embriyolardan yukarida verilen bazi ¢aligmalarda oldugu gibi tam bir bitki elde etme
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konusundan basarili olmus sayilmayiz. Calisgmamizda anterde androgenesisin uyartimi
icin yapilan deneyler sonucu elde edilen kalluslar hangi hormon kombinasyonunda ve
151k kosullarinda elde edildigine bakilmaksizin yalnizca genotipe gore ayrilarak, 0.5, 1,
2 mg/l BA veya buna ek olarak 0.1 mg/l NAA icen temel MS ortamlarinda rejenerasyon
denemesine alinmistir. Kalluslar bu ortamda 15 giinde bir alt kiiltiire almak sart1 ile 8
hafta bekletilmistir. MS temel ortamina 30 gr/l siikroz ve %0.4’liikk agar eklenerek
yapilan deneylerde hem embriyojenik hem nonembriyojenik kalluslar karisik olarak
ortama transfer edilmistir. Hicbir deneme grubunda kalluslardan rejenerasyon
saglanamamistir. Deneme sirasinda kalluslarin yas agirliklarinda artis tespit edilmis ve
baslangica gore artiy oranlar arasindaki fark istatistiki olarak Cizelge 4.25°de
gosterilmistir. 8 hafta sonunda bazi kalluslarda kahverengilesme gozlenmis ve oranlar
Cizelge 4.25°te verilmistir. Rejenerasyon denemesi sirasinda %0 ile %25 arasinda
degisen oranlarda kahverengilesme olusmus olmasina ragmen gruplar arasindaki fark
istatistik agidan 6nemli bulunmamistir. Kahverengilesmenin sebebi olarak uzayan kiiltiir
siiresi boyunca kalluslarda meydana gelen fenolik bilesiklerin sentezi goriilmektedir.
Nitekim Llyod ve Mc Cown (1980), Kalmia latifolia’nin siirgiin uclarini dikimden 12
ve 24 saat sonra taze ortamlara transfer etmislerdir. Bunlar bir hafta boyunca
eksplantlari her giin taze ortamlara almislar, kontrolleri yapildiginda renklenme
goriilmeyene kadar bu islemi siirdiirmiislerdir. Yontem eksplant yasama oranini
artirmada basarili olsa da, dezavantaji fazla zaman alici olmas1 ve laboratuvarda is
yogunluguna neden olmasidir. Bizim denememizde ise 2 haftada bir alt kiiltiir

yapilmistir. Buna ragmen kahverengilesme oram1 %25’1 gegmemistir.

Ayc¢iceginde yapilan bir calismada embriyojenik kalluslardan elde edilen
embriyolarin 0.5 mg/l BA iceren ortama alinarak embriyo basmna 4-6 siirgiin elde
edildigi bildirilmistir. Ardindan 0.2 mg/l BA igeren ortama alinan siirgiinlerde hizli bir
uzama gozlenmistir. Uzayan siirgiinler koklenme ortamina aktarilmistir ve koklenen
siirglinler dis ortama sasirtilmistir. Sonug olarak bu calismada %90 kallus olusumu,
%44 embriyo olusumu ve %14.3 oraninda tam bitki elde edilmistir (Saji ve Sujatha
1998). Bizim calismamizda ise 0.5 mg/l BA iceren ortamda higbir kallus bitkiye
dontismemistir. Ayrica BA konsantrasyonun arttirilmasi veya ek olarak ortama 0.1 mg/l
NAA ilavesi de bu durumu degistirmemistir. Rejenerasyon denemesinde tam bir bitkiye

ulagilamasa da %100 kallus olusumu ve %47 embriyojenik kallus olusumu ile
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yukaridaki calismaya benzer sonuglar alinmistir. Anterlerin verdigi androgenik tepki ile
elde edilen androgenik yapilarin tam bir bitkiye doniismesi birbirinden ayr iki kalitsal
siire¢ olarak goriilmiistiir. Nitekim benzer sekilde Thengane vd. (1994). anterlerde
kiiltiir cevabinin birbirinden ayn iki kalitsal mekanizma igeren karmasik bir karakteri
oldugunu, bunlardan ilkinin mikrosporlarin boliinme ve kallus olusturma yetenegi
oldugunu ve ikincisinin de kallusun bitkiye farklilasma yetenegi oldugunu bildirmistir.
Nitekim bizim ¢aligmamizda kullanmis oldugumuz genotiplerin ilk sdylenen yetenegi
basarili bulunmusken ikincisi yani tam bitkiye doniisme yetenegi yetersiz goriilmiistiir.
Ancak sonraki ¢alismalarda daha farkli uygulamalar ile tam bir bitki rejenerasyonu elde
edilebilir. Nitekim ayciceginde yapilan bir ¢alismada 0.5 mg/l KN ve 0.5 mg/1 BAP
kombinasyonu igeren, kazein hidrolizat ve giimiis nitrat ile desteklenmis MS besi
ortaminda Russian ay¢icegi cesidinin anter kokenli embriyolarmin %10-15 oraninda
cimlendigini bildirilmistir (Thengane vd. 1994). Ileriki calismalarda kazein hidrolizat ve
giimiis nitrat gibi maddelerin kullanimi1 embriyo olgunlasmasin1 ve c¢imlenmesini

saglayabilir.

Anter kiiltiirlerinden bitkisel iiretimde diisiik verimin yaygin oldugunu akildan
cikarmamak gerekir Thengane vd. (1994). Bohorova vd. (1985) % 70-100 civarinda
anter kallusu elde etmis fakat siirgiin rejenerasyonu saglayamamistir. Giirel vd. (1991a)
aycicegi ve bazi tiireler arasi hibritlerinin anter kiiltiiriinde diisiik frekansh direk
embriyo formasyonu ve siirgiin iiretimi (%0.47 ile %3.4 aras1) olusturdugunu fakat tam
bir bitkiye ulagamadigimi rapor etmistir. Giirel vd. (1991b) ile Coumans ve Zhong
(1995) izole mikrospor kiiltiiriinii test etmis ve siirekli hiicre bolinmesi ve mikrokallus

olusumu elde etmisse de siirgiin rejenerasyonunda basar1 yakalayamamaistir.

Sonu¢ olarak literatiirde goriildiigli iizere degisik genotiplerden alinan
anterlerden olusan androgenik yapilar, degisik rejenerasyon basarisi ile sonuclanmistir.
Biz calismamizda kullandigimiz genotiplerin anterlerinden yiiksek androgenik cevap
alarak bundan sonra yapilacak calismalara 151k tuttugumuzu diisiinmekte ancak
rejenerasyon prosediirii iizerinde 6nemle durulmasi ve bu sorunun ¢oziilmesi i¢in daha

degisik uygulamalara ihtiya¢ duyuldugunu onermekteyiz.
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Calismamizin son asamasinda yapilan sitolojik gozlemler ile olusan kalluslarin
ploidi seviyeleri belirlenmeye calisilmistir. Kallus hiicrelerinde boliinme hizi diisiik
oldugu icin kromozom sayimi yapabilmeye uygun hiicre goriintiisii almak kolay
olmamistir. Kalluslar incelemeye alinmadan Once taze ortamlara aktarilarak hiicre
boliinmesi hizlandirilmaya calisilmis ve yeni olusan kallus dokularindan gozlemler
yapilmistir. Toplamda 200 kadar kallus incelenmis fakat az sayida hiicrede kromozom

sayimui yapilabilmistir.

Yine de her iki genotipte hem haploid hem de diploid kallus hiicrelerine
rastlanmistir. Haploid hiicrelerin gézlenmis olmasi, olusan kallus dokusunun mikrospor
hiicrelerinden koken aldigimi gostermektedir. Nicotiana tabacum gibi bazi tiirlerde,
vejetatif ¢ekirdegin ilk boliinmesi sonrasinda, sitoplazmik organellerde dejenerasyon
olusabilir (Hu ve Zeng 1984). Boyle durumlarda haploid hiicreler genellikle kiiltiir
sirasinda ‘endomitosis’ yoluyla kromozom sayilarim iki katina ¢ikartma egilimindedir.
Spontan katlanmanin bir diger yolu ‘polen cekirdeklerinin fiizyonu’dur. Mikrospor
icindeki vejetatif ve jeneratif cekirdekler bazen birleserek diploid bir cekirdek
olustururlar ve bu yolla da diploid bitkiler meydana gelebilmektedir (Hatipoglu 1999).
Buna istinaden calismamizda diploid hiicrelerin g6zlenmesi akla iki farkli durumu
getirmektedir. Bunlardan ilki kallus dokusunun mikrospor hiicrelerinden degil de
anterdeki diger somatik dokulardan (anter duvari, tapetum hiicreleri veya konnektif
doku) olustugu varsayimdir. Ikincisi ise mikrospor kokenli kallus hiicrelerinin yukarida
anlatildig1 sekilde kendiliginden diploidizasyon ile dihaploid hale geldigi varsayimidir.
Bunun tespiti icin daha ileri tekniklere gerek duyulmaktadir. Ancak caligmamizda
goriilen haploid hiicre varligi, diploid hiicrelerin spontan diploidizasyon ile olustugu
fikrini akla getirmektedir. Nitekim bir ¢alismada, ayciceginde partenogenesis ile elde
edilen embriyolardan rejenere olan bitkilerden 912 tanesi incelenmis ve 296’smin ilk
Olctimde haploid oldugu gozlenmistir. 20 giin sonra bu haploid bitkiler tekrar kontrol
edildiginde 239 bitkinin diploid, 25’inin haploid ve 32’sinin miksoploid oldugu
goriilmiigtiir. Bu sonuglar ¢ok yiiksek miktarda spontan diploidizasyonu destekler
niteliktedir (Todorova vd. 1997). Benzer sekilde aycicegi anterlerinden elde edilen
kalluslarin incelendigi baska bir ¢alismada, ilk kiiltiir asamasinda %30 olan haploid
oraninin koklenen siirgiinlerde %8.3’e diistiigii goriilmiistiir. Buna ek olarak haploid

oldugu tespit edilen kalluslarin aym1 zamanda %2.3 ile %68.2 arasinda degisen
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oranlarda diploid hiicre icerdigi tespit edilmistir. Diploid hiicrelerin varligi, yalniz
mikrosporlardan degil de diger anter kisimlarindan farklilagsma oldugunun isareti
olabilir denmistir (Saji ve Sujatha 1998). Goriildiigli tizere somatik anter dokularindan
diploid bitki rejenerasyonu anter kiiltiirleri igin ciddi bir problemdir. Ornegin Zhong vd.
(1995) ayc¢icegi anterlerinden elde edilen embriyo kokenli bitkilerin hepsinin diploid
(2n =34) oldugunu bildirmistir. Ancak elde edilen bitkilerin orjini ile ilgili bir bilgi
verilmemistir. Sonug olarak rejenerantlarin orjininin kesin bir tespiti zorunludur. Bu

amagla kullanilan yontemlerden biri izozim testleridir (Nurhidayah vd. 1996).

Nihayetinde calismamizda hem haploid hiicre iceren kallus hem de diploid hiicre
iceren kallus gozlenmistir. Haploid hiicrelerin mikrosporlardan olustugu su gotiirmez
bir gercek iken diploid hiicrelerin orjini siiphelidir. Bu hiicrelerin kdkenini tespit etmek
icin ileri diizeyli molekiiler arastirmalar ihtiya¢ vardir. Fakat elde edilen haploid
hiicrelere dayanarak, yaptigimiz calismada aygicegi anterlerinden androgenesisin

uyartiminda basarili oldugumuzu diisiinmekteyiz.

Mitoz bolinmenin metafaz safhasinda ig ipliklerinin olusumunu engelleyen ve
dolayisiyla replikasyona ugramis kromozomlarin kutuplara cekilmesini Onleyerek
kromozom sayisinin 2 katina ¢ikmasini saglayan antimitotik etkili kimyasallarin,
haploid kiiltiir veya bitkiciklere gore degisen siire ve dozlarda uygulanmasi ile de
haploidlerin kromozom sayisi katlanabilmektedir. Bu amagcla kullanilan en yaygin
kimyasal kolsisindir (1937’°den itibaren poliploid bitki iiretiminde kullanilmaktadir).
Bizim ¢aligmamizda kolsisin muamelesi yapilan anterlerden elde edilen kalluslar ve
direk kolsisin uygulanan kalluslarda yapilan sitolojik incelemeler sonucu kromozom
sayimi yapmak miimkiin olmamistir. Dolayis1 ile bu kalluslarin ploidi seviyeleri ile
ilgili yorum yapmaktan uzak oldugumuzu sdyleyebiliriz. Aycicegine kolsisin
uygulamas yapilan bagka bir ¢calismada aycicegi fideleri in vivo ortamda % 0.5 kolsisin
ile muamele edilmistir. 100 bitkinin 54’i yasamis ve ¢icek olusturmustur. Elde edilen
bitkilerin genellikle kimerik oldugu goriilmiistiir. Ve sonug olarak kolsisinin bircok bitki
tiiriiniin en azinda bazi genotipleri icin giiclii bir mutajen oldugu bildirilmistir (Downes

ve Marshall 1983).
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Kahvede androgenesis uyartimi ve bitki rejenerasyonu icin mikrosporlara in
vitro ortamda kolsisin muamelesini yapildigi ¢alismada, 100 mg/l kolsisinin 48 saat
siireyle uygulanmasi sonucu rejenerantlarin %95’inin dihaploid oldugu bildirilmistir.

Ancak bazi double-dihaploid bitkilerde elde edilmistir (Herrera vd. 2002).

Bir bagka calismada farkli bugday genotipinin anterlerini ti¢ farkli kolsisin
konsantrasyonu (0.0, 0.1, ve 0.2 g/l) iceren 9 farkli embriyoid uyartim ortaminda inkiibe
etmislerdir. Ug giin sonra anterler yikanarak taze ve Kkolsisin igermeyen ortama
alimmustir. Kolsisin konsantrasyonundaki artis double-haploid bitki olusum frekansini
arttrmistir  (19.0 doubled-haploid bitki/100 yesil bitki’den 72.3 doubled-haploid
bitki/100 yesil bitki’ye cikmistir). Olusan double-haploid bitki sayilarina bakarak diisiik
konsantrasyondaki kolsisinin baslangi¢ ortamlarma eklenmesinin etkili oldugu
sOylenmistir (Navarro-Alvarez vd. 1994). Miscanthus ¢im tiirleri ile yapilan bir
caligmada tiim denemelerden toplamda 448 poliploid bitki elde edilmistir.
Poliploidizasyonun etkisi bir genotipte 18 saat ve 313 uM kolsisin uygulamasi ile
%55’e ulagsmistir. Genotip ne olursa olsun 18 saat ve 313 pM kolsisin uygulamasi
poliploidi olusturmak i¢in en etkili kombinasyon olarak goriilmiistiir (14.9%) ve 6 saat
313 uM uygulamasi da optimum siirgiin canliligl i¢in uygun bulunmustur (Glowacka
vd. 2010). Yine baska bir arastirmada kolsisinin, Colophospermum mopane tohumlari
izerine etkisi in vitro ortamda calisilmigtir. Tohumlar %0.05, 0.1 and 1.0 kolsisin
soliisyonuna 24, 48 ve 96 saat siireler ile gomiiliip, 1/8 MS temel ortamina aktarilmistir.
Hayatta kalan 45 fidenin %44’ tetraploid, bir tanesi kimerik ve digerleri diploid olarak
bulunmustur. Tetraploid olusumu 48 saat %0.05 ve % 0.1’lik kolsisin uygulamasi
sonucu olmustur. %0.1’den yiiksek konsantrasyonlar ve 48 saat tistii uygulamalar bitki

gelisimi ve canliliginda ciddi zararlar olusturmustur.

Sitolojik gozlemlerimizde karsilastigimiz sasirtici bir sonug ise, kallus dokulart
icinde serbest halde ksilem elemanlarina rastlanmasi olmustur. Hemen hemen incelenen
tiim kalluslarda bu ksilem elemanlar1 gézlenmistir. Yapilan bir ¢calismada soya fasulyesi
kalluslar1 iizerinde Kinetin ve NAA etkisi denenmis ve bu hormonlarin hiicre
cogalmasimmi hizlandirmasina paralel olarak ortamda trake elamanlarinin goriilme
sikliginin da arttig1 gozlenmistir. Ayni calismada oksinlerin ksilem farklilasmasi igin

onemli oldugu, yara ksilemi olusmasi, birincil vaskiiler farklilasma, ikincil ksilem



122

farklilagmasi ve kiiltiirdeki kallus dokularinda trake elemanlar1 olusumunda kisitlayict
bir faktor oldugu bildirilmistir. Ayrica sitokininlerinde ksilem farklilasmasini tetikledigi
bildirilmistir. ~Sitokinin etkilerinden birisinin oksinler ile uyum icinde hiicre
boliinmesini tegvik etmesi oldugu ve yara ksilemi farklilagsmasi i¢in mitotik aktivitenin
onemli oldugu bildirilmistir. Dolayisi1 ile ksilem olusumunda hiicre boliinmesi énemli
ise sitokinin hiicre boliinmesini arttirmast sebebi ile dolayli etkisi oldugu
diigiiniilmektedir (Fosket ve Torrey 1969). Calismamizda gozlenen ksilem
elemanlariin olusma sebebine gelince, yukarida anlatilan iki etkinin birlikte ortaya
cikardig: bir durum olarak goriilmektedir. Yani bir oksin olan NAA kullaniminin kallus
hiicrelerinin ksilem elemanlarina farklilasmasini sagladigi ve sitolojik gdzlemler dncesi
taze besi yerine alman kalluslarda meydana gelen hiicre boliinmesi artisinin da bu

duruma katk1 sagladig diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Donor bitkilerin yetisme donemi ve sartlarinin iyi ayarlanmasi, senkronize bir

gelisme imkaninin yaratilmasi gerektigi onerilmektedir.

2. Tek cekirdekli mikrosporlarin bulundugu antenlerin kullanimi sonucu %100’e
varan androgenik cevap olusmustur. Dolayisi ile ayciceginde androgenik cevap elde

etmek icin tek ¢ekirdekli mikrosporlarin kullanimi uygun bir metodtur.

3. Tek ¢ekirdekli mikrosporlari iceren anterlerin 3-4 mm boyundaki tiip ciceklerde
bulundugu, bu ciceklerinde 3-4 cm capindaki kapitulumlarda daha fazla goriildiigii
tespit edilmistir. Yine de genotipe ve cevresel sartlara gore degisen morfolojik
karakterlere giivenmeden, her calisma Oncesinde sitolojik bir goézlem yapilmasi

oOnerilmektedir.

4. Genotip 1 ve Genotip 2 arasinda kallus olusturma ag¢isindan 6nemli diizeyde fark
bulunmustur. Dolayis1 ile genotipin ay¢iceginde androgenik cevap olusturmada Snemli

bir faktor oldugu onerilmektedir.

5. Genotip 1 i¢in 2 mg/l NAA ve 0.5, 1, 2 mg/l BA iceren MS ortamlarinin
fotoperiyot kosullarinda, Genotip 2 i¢in ise 2 mg/l NAA ve 2 mg/l BA iceren MS
ortamlarinin siirekli karanlik kosullarda %100 kallus olusumu ile olduk¢a basarili

sonuclar verdigi tespit edilmistir.

6. Genotip 1 i¢in 2 mg/l NAA ve Img/l BA iceren MS ortamlarinin fotoperiyot
kosullarinda, Genotip 2 icin ise 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA igeren MS ortamlarinin
siirekli karanlik kosullarda sirasiyla %47 ve %43 oranlarinda embriyojenik kallus

olusumu ile orta derecede basarili sonuglar verdigi tespit edilmistir.
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7. Isigin  calismamizda kullanilan aycicegi anterlerinden androjenik uyartim
tizerinde karanhga kiyasla daha iyi sonuglar verdigi gozlenmistir. Ancak bu etkinin

genotipe bagli oldugu akildan ¢ikarilmamalidir.

8. NAA ve BA igermeyen hormonsuz MS temel besi yerinde ay¢icegi anterlerinin
hicbir androgenik cevap vermedigi gozlemistir. Bundan yola ¢ikarak anterlerin igsel
hormon seviyelerinin androgenik cevap olusturmaya yetmedigi ve mutlaka bitki

biiylime diizenleyicilerin ortama eklenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

9. Direk embriyo olusumu maksimum %10 gibi diisiik bir seviyede kaldig1 i¢in bir
olgunlastirma ve cimlendirme calismas1 yapilamamistir. Ileriki ¢alismalarda daha

detayli arastirmalara gereksinim vardir.

10.  Karanhkta gelisen kalluslarda 1sik stresinin yarattigi bir etki oldugunu
diisiindiigiimiiz kirmizi renk olusumu goézlenmistir. Dolayis1 ile bu bulgunun, 1s18in
yarattig1 stresin etkisini in vitro da gozlemek isteyen arastirmacilara yon gostermede

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

11.  Besi yerinde PVP kullamiminin kahverengilesme iizerinde olumlu bir etkisi

saptanamamuigtir.

12.  Kolsisin uygulamas1 anterden embriyojenik kallus olusumunu ve direk embriyo
olusumunu engellemistir. Ayrica kolsisin konsantrasyonu artis1 anter kararmasini ve

Oliimiinii arttirmig, ayn1 zamanda kallus olusumunu azaltmistir.

13.  Calismamizda maksimum %100 kallus, %47 embriyojenik kallus ve %10 direk
embriyo olusumu elde edilmis olsa da hicbir androgenik yap1 tam bir bitkiye
doniismemistir. Ileriki ¢alismalarda farkli hormon bilesimleri, farkli karbon kaynaklari
ve farkli kimyasal uyaranlar kullamilarak rejenerasyon prosediiriiniin gelistirilmesine

ihtiyag¢ vardir.

14.  Sitolojik gozlemler sonucu kiiltiirlerde haploid kallus hiicrelerine rastlanmasi,

androgenik uyartimi amacladigimiz bu calismada basariya ulasildigini gostermistir.
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Ancak diploid hiicrelerinde var olmasi, elde edilen androgenik yapilarin orjininin ileri
molekiiler teknikler yardimi ile siipheye yer vermeden belirlenmesini geregini

diisiindiirmektedir.

15.  [lleriki calismalarda ploidi seviyesinin belirlenmesinde flow sitometrik yontemin

kullanilmasinin daha giivenilir sonuglar verecegi diisiiniilmektedir.

16.  Kallus dokusu igerisinde gozlenen trake elemanlari, aycicegi anterlerinden
olusan kalluslarin hiicre farklilasmasim konu alan ¢alismalara iyi bir deneme materyali

olusturacagini ve aygiceginin model bitki olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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