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CEREZLIK AYCICEGI (Helianthus annuus L.) GENOTIPLERINDE
ANDROGENESIS VE HAPLOID BiTKi ELDE EDILMESI UZERINE
ARASTIRMALAR

Ahmet SAY

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Doktora Tezi, Temmuz 2023
Danisman: Prof. Dr. Mehmet ARSLAN

OZET

Bu ¢alismada, cerezlik ay¢icegi (Helianthus annuus L.) ¢esitlerinde (Inegdl Alas1 ve SH361)
androgenesis yoluyla haploid bitki elde etme siireci incelenmistir. Aragtirma sonucunda,
farkli ¢esitlerde bitki biiylime diizenleyicileri ve sicaklik uygulamalarinin anter kiiltiirii

performansi tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Yapilan calismada farkli bitki bliylime diizenleyici kombinasyonlarinin ve bazi kimyasal
uygulamalarinin kallus olusumu iizerine onemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle, 0.5 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren besin ortamlarinin anterlerde yiiksek oranda
kallus olusumuna neden oldugu ve PVP ile AgNOs kullanimiyla bu oranin daha da arttig1
tespit edilmistir. Cesitler arasinda farkliliklar oldugu ve bitki biiyiime diizenleyici

kombinasyonlarinin ve kimyasallarin ¢esitler tizerinde farkli etkiler gosterdigi belirlenmistir.

Ayrica, farkli biiylime diizenleyicileri ve kazein hidrolizatimin anter kiiltiirii ve bitki
rejenerasyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. Biiylime diizenleyicilerinin genotiplere bagl
olarak farkli etkiler gosterdigi ve kazein hidrolizatinin kallus olusumu {izerinde pozitif bir
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Ozellikle, Inegdl Alasi ¢esidinde 0.5 mg/l BAP + 2.0 mg/L
NAA kullaniminin eksplantlarda yiiksek kallus olusumu sagladig: tespit edilmistir. Her iki
cesidde de elde edilen kalluslarin bazilarinda bitki rejenerasyonu saglanmis ve diisiik
miktarda da olsa siirgiin veren eksplantlarda birden fazla siirgiin elde edilmistir. Kazein
hidrolizatinin kullanimiyla siirgiin olusturan eksplant orani artmistir. Calismada elde edilen
rejenerant bitkilerde yapilan flow sitometri analiz sonuglari rejenerantlarin higbirinin haploid
kromozom setine sahip olmadiklarin1 géstermistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan yontemlerle
haploid bitki elde etmek i¢in androgenez yoluyla ¢ok sayida bitki rejenerasyonu elde edilmesi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cerezlik ayg¢icegi (Helianthus annuus L.), haploid bitki, anter kiiltiiri
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RESEARCH ON ANDROGENESIS AND HAPLOID PLANT PRODUCTION IN
CONFECTIONERY SUNFLOWER (Helianthus annuus L.) GENOTYPES

Ahmet SAY

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
PhD Thesis, July 2023
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet ARSLAN

ABSTRACT
In this study, the process of obtaining haploid plants through androgenesis in confectionery
sunflower (Helianthus annuus L.) cultivars (Inegdl Alas1 and SH361) was investigated. As a
result of the research, the effects of plant growth regulators and temperature applications on

anther culture performance in different varieties were investigated.

In the study, it was observed that different combinations of plant growth regulators and some
chemical applications had a significant effect on callus formation. In particular, it was
determined that nutrient media containing 0.5 mg/l BAP and 0.5 mg/l NAA caused a high
rate of callus formation in the anthers and this rate increased even more with the use of PVP
and AgNO:s. It was determined that there were differences among the varieties and plant

growth regulator combinations and chemicals showed different effects on the varieties.

Furthermore, the effect of different growth regulators and casein hydrolysate on anther
culture and plant regeneration was investigated. It was observed that growth regulators
showed different effects depending on genotypes and casein hydrolysate had a positive effect
on callus formation. Especially, it was determined that the use of 0.5 mg/l BAP + 2.0 mg/L
NAA on Inegol Alasi variety provided high callus formation in explants. Plant regeneration
was achieved in some of the callus obtained in both cultivars and multiple shoots were
obtained in explants that generating shoots, even in low amounts. The use of casein
hydrolysate increased the rate of shoot formation. Flow cytometry analysis showed that none
of the regenerated plants had a haploid chromosome set. It was concluded that a large number
of plant regenerations should be obtained through androgenesis to have haploid plants with

the methods used in the thesis study.

Keywords: Confectionery sunflower (Helianthus annuus L.), haploid plant, anther culture
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GIRIS

Aygicegi (Helianthus annuus L.), Asteraceae familyasina ait, tarim alaninda genis bir
ekonomik dneme sahip olan bir bitki tiirtidiir. Hem yagli tohumlar1 hem de yapraklar1 ve
saplari ¢esitli endiistriyel ve tarimsal amaclarla kullanilmaktadir (Semerci ve ark., 2017).
Aycicegi, genis adaptasyon yetenegi ile farkli iklim ve toprak kosullarinda
yetistirilebilmesi nedeniyle diinya genelinde yaygin bir tarim triiniidiir (Miladinovi¢ ve
ark., 2019). Ulkemizde giinebakan, giines ¢icegi ve semsamer (Kayseri) olarak da
isimlendirilen ayc¢iceginin 67 civarinda yabani tiiri bulunmakla beraber Helianthus
cinsinin farkli ploidi seviyesine sahip tek yillik ve ¢ok yillik yabani tiirleri de mevcuttur
(Jan, 1997; Kaya, 2014). Kokeni Amerika kitas1 olup, iki farkli tiirde kiiltiire alinmis
aycicegi bulunmaktadir. Helianthus annuus L. (aygicegi) tek yillik bir bitki olup, yagh
tohumlari nedeniyle ekonomik agidan 6nemlidir. Diger tiir olan Helianthus tuberosus L.
(Yer elmasi) ise ¢ok yillik bir bitki olup, rizomlar1 besin maddesi olarak kullanilmaktadir
(Heiser, 1978). Kupicha (1975)’ya gore Tiirkiye’de her iki tiirde bulunmaktadir.

Aycigegi, Peru ve Meksika'nin yerli bitkisi olarak kabul edilir. Tirkiye'ye ilk kez 1.
Diinya Savagi sonrasinda, Romanya ve Bulgaristan'dan gelen gd¢menler tarafindan
getirildigi diisiiniilmektedir. i1k olarak Trakya'da iiretilen aycicegi daha sonra Tiirkiye'nin
diger bolgelerine de yayilnustir (Incekara, 1972; ilisulu, 1973; Arioglu, 1999). Aygicegi,
yag liretimi i¢in yaygin bir sekilde yetistirilmesine ragmen, ¢erez olarak da tiiketilebilen
bir bitkidir. Ayrica, giizel gériiniimii nedeniyle siis bitkisi olarak da popiilerdir (Filippi ve
ark., 2014).

Aygicegi (Helianthus annuus L.), genis kullanim alanlar1 ve besleyici o6zellikleri
nedeniyle tarimsal iiretimde onemli bir yere sahip olan bitkilerden biridir. Aygicegi,
diisiik karbonhidrat igerigi ile protein, vitamin ve mineral agisindan zengin tohumlara
sahiptir. Insan beslenmesinde onemli bir yere sahip olan aycicegi tohumlari, doymamis

yag asitleri bakimindan zengin olup kalp rahatsizlig1 riskini azaltabilir. Ayciceginin



tohumlarindaki linoleik asit miktar1 % 51 ila % 73 arasinda degisirken, oleik asit miktari

% 14 ila % 37 arasinda degisebilir (Fick ve Miller, 1997).

Tirkiye'de de aycicegi liretimi 6nemli bir tarimsal faaliyettir, Tiirkiye'nin en fazla ekim
alanina ve iiretim miktarina sahip yagli tohum bitkisidir ve diinya genelinde 6nemli bir
yag bitkisidir. Aygicegi tohumlari, yiiksek yag igerigi (% 22-50) nedeniyle bitkisel ham
yag iretimi bakimindan 6nemli bir kaynak olusturmaktadir ve Tiirkiye, bitkisel yag
thtiyacinin yaklasik % 50'sini ay¢iceginden karsilamaktadir. Diinya bitkisel ham yag
tretiminin % 9.52'si aycicegi yagindan elde edilirken, Tiirkiye'de bitkisel ham yag
tiretiminin % 46.00"1 ay¢i¢egi yagindan saglanmaktadir. Ayg¢icegi, sivi yag ve margarin
sanayinde kullanilabilecegi gibi, cerez olarak da yaygin sekilde tiiketilmektedir. Ayrica
ay¢icegi kiispesi hayvan yemi Ve silaj olarak da degerlendirilebilmektedir (Semerci, 2011;
Semerci Durmus, 2021; USDA, 2020).

Aycigegi, sadece yaglik kullanimi i¢in degil, ayn1 zamanda cesitli endiistriyel amaglar
icin de faydalar saglamaktadir. Aycicegi tohumunun kabugu, sap1 ve tablalari, kagit
tiretiminde veya yakacak olarak kullanilabilmektedir. Bunun yanisira, aygicegi bitkisinin
yakilan sap ve tablalarmin kiilleri, yliksek potasyum icerdigi i¢in dogal giibre olarak
kullanilabilmektedir. Ay¢icegi, miinavebe sistemi i¢inde ekildigi zaman, kendisinden
sonra ekilecek bitkilere havalanmig ve yabanci ot miicadelesi yapilmis temiz bir arazi

birakarak, capa bitkisi olarak da faydalar saglamaktadir (Egilmez, 1977).

Aycicegi, kuraklik ve soguga kars1 dayanikliligi ile taninan bir bitkidir. Ayn1 zamanda,
kumlu veya killi fark etmeksizin birgok farkli toprak yapisinda basarili bir sekilde
yetistirilebiliyor. Aye¢icegi bitkisi, yiiksek adaptasyon yetenegi sayesinde genis bir
cografyada tiretilmektedir (Goyne ve Hemmer, 1982; Giil, 2013). Fakat, aygicegi verimi
ve kalitesini belirleyen unsurlarin, gesitlere, topraktaki besin elementlerinin farkliligina
ve ekolojik ortama bagli olarak degisebilecegi belirlenmistir (Cosge ve Ulukan, 2005;
Pekcan ve Esendal, 2015; Erbas ve Senates, 2020).

Ayciceginin cicek morfolojisi

Asteraceae familyasi, kapitulum adi verilen ¢igek yapisiyla diger bitki ailelerinden ayrilir.
Kapitulum ilk olustugunda braktelerle kaplidir ve kapitulum biiyiidiik¢e brakteler agilir

ve kapitulumun kenarlarina iki sira halinde dizilir. Dilsi ve tiipsii ¢icek olmak iizere iki



farkli tipte c¢icek bulunur. Dilsi ¢icekler, kapitulumun etrafinda yer alir ve steril 6zellik
gosterirler. Bu ciceklerde anterler bulunmaz fakat pistil, stigma ve stilus bulunur. Tiipsii
cigekler ise disk seklindeki kapitulumun ¢evresinde bulunur ve fertildirler. Bu ¢igeklerde
hem pistil hem de stamenler bulunur. Aycicegi cigekleri ise epigin tiptedir, yani petaller

ve stamenler ovaryumun tizerinde yer alir (Hu, 2010), (Sekil 1).

Sekil 1. Aygigeginin kapitulum Ve tiipsii ¢igeginin goriintiisii

Diinya’da ve Tiirkiye’de Aycicegi Tarimm

Diinya capinda aycigegi lretimi, son on yilda (2011-2021) siirekli artarak devam
etmektedir (Sekil 2). 2011-2021 yili verilerine gore, Ukrayna diinya genelinde en fazla
aycicegi Uretimi gerceklestiren iilke konumundadir. Rusya, Arjantin, Cin ve Romanya da
diinya aycicegi {lretiminde en yiikksek paya sahip diger iilkeler arasinda yer
almaktadiristatistiksel verilere gore, bes iilke diinya aycicegi iiretiminin yarisindan
fazlasin1 gergeklestirmislerdir (Sekil 3). 2023 yilina iligkin tahminlere gore, kiiresel
aygicegi liretimi bir 6nceki yila gore % 11.6 oraninda azalacagi ve 50.7 milyon ton olacag:
ongoriilmektedir (Sekil 4). Bu disiisiin 6zellikle Ukrayna, Rusya ve Moldova'da
yagsanmasi beklenmektedir. Arjantin, Amerika Birlesik Devletleri, Sirbistan, Tiirkiye ve
Avrupa Birligi'nde ise iiretim artis1 beklenmektedir ancak bu artisin, toplam kayiplari
telafi etmeye yetmeyecegi diisiiniilmektedir (Anonim, 2022d). Ayg¢igegi, diinya genelinde
farkli bolgelerde iiretilmektedir. Bolgesel olarak yapilan incelemelerde, Avrupa kitasi,
toplam tiretimin % 71.9'unu gergeklestirmektedir (Sekil 5). Ardindan, Asya, Amerika,
Afrika ve Okyanusya bu siray1 takip etmektedir. Bu bolgelerin aycicegi iiretim miktarlari,

diinya genelindeki toplam tiretimin dagilimini belirlemektedir (Sekil 6).
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Sekil 2. 2011-2021 Yillar1 arasinda Diinya aygicegi tiretim miktar1 degisim grafigi

(FAO, 2022).
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Sekil 3. 2011-2021 Yillart arasinda aygicegi tiretiminde 6nemli ilk 10 iilke (FAO, 2022).

Uretim. Tiiketim. Stok ve Alan
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000 0180010 2019/2020 2020/2021 2021/2022 20020003« | 200
e Uretim (milyon ton) 50,66 5420 4925 5738 50.72
s Titketim (milyon ton) 50,52 53.54 4043 51.04 50.13
Baslangic Stogu (milyon ton) 2,79 257 202 2,56 7.61
e 4120 (milyon ha) 25.81 26.03 26.94 28.85 26.52

Jekil 4. 2018-2022 Yillar: arasinda Diinya aygigegi tiretim ve tiiketim miktart ile tiretim
alani1 grafigi (Kaynak: USDA, *Ongorii, https://www.tarimorman.gov.tr/ erisim
tarihi Aralik 2022 )
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Sekil 5. 2011-2021 yillarina ait kitalara gore aygicegi tiretim oranlar1 (FAO, 2022).
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Sekil 6. 2011-2021 yillar1 arasinda iilkeler bazinda ortalama aygicegi iiretim miktari
(FAO, 2022).

2011-2021 yillar1 arasinda diinya genelinde aycicegi iiretiminde dnemli bir paya sahip
olan Tiirkiye, ayn1 zamanda son 10 yilda liretim miktar1 ve alan1 bakimindan da siirekli
bir artig gostermistir. Tlrkiye aygigegi iiretimindeki basarisini devam ettirerek, diinya

genelindeki konumunu daha da giiclendirmistir.

Diinya genelindeki ay¢icegi iiretiminde ¢erezlik ayg¢iceginin pay1 oldukga sinirli olsa da

Tirkiye gibi bazi iilkelerde ¢erezlik ayg¢iceginin iiretimi oldukc¢a onemlidir. 2020 yili



aycicegi verileri incelendiginde, diinya genelindeki toplam ayg¢igegi liretiminin yaklasik
% 2.6's1 gerezlik aygigegi olarak iiretilmistir. Tiirkiye'de ise, aycicegi tiretiminin %
12.0's1 cerezlik aycicegi olarak iiretilmistir (Anonim, 2022a, Canli, 2022). Tirkiye,
aycicegi iiretiminde oldukca 6nemli bir yere sahip olup, Istatistik verilerine gére 2020
yilinda toplam ay¢icegi ekim alan1 6.508.696 dekar, tiretim miktari ise 1.900.000 ton iken,
2021 yilinda ise tretim alan1 8.113.116 dekara ve iiretim miktar1 ise 2.215.000 tona
yiikselmistir (Sekil 7). Son on yilin verilerine bakildigi zaman ise Tiirkiye ay¢icegi iretim
miktarinda genel olarak artis géstermistir (Sekil 8). Tiirkiye'de gerezlik olarak yetistirilen
bitkiler arasinda yerfistigi, kabak cekirdegi, cin misir1 ve cerezlik aycicegi One
¢ikmaktadir. Bu bitkiler 6zellikle 6zel giin ve donemlerde ve gida sektoriinde katki
maddesi olarak tiiketilmektedir. TUIK'in 2021 yil1 verilerine gore, bu bitkilerin iiretim
miktarlari; kabak ¢ekirdegi i¢in 64.861 ton, yerfistigi icin 234.167 ton ve ¢erezlik ay¢igcegi
i¢in yaklagik 200.000 ton civarindadir (Anonim, 2022b). Aygicegi yetistiriciligi yapilan
alanlarda ortalama verim 267.99 kg/da (yaglik ay¢icegi: 273.00 kg/da, ¢erezlik aygicegi:
224.00 kg/da) olarak kaydedilirken, tiretim miktar1 ise yaklasik olarak 2.415.000 ton
(yaglik aygigegi: 2.215.000 ton, gerezlik aygigegi: 200.000 ton) olarak belirlenmistir.
Tiirkiye'de en yiiksek c¢erezlik aycicegi iiretimi Kayseri (29.040 ton), Aksaray (29.756
ton), Denizli (27.452 ton), Kahramanmaras (17.993 ton) ve Bursa (15.433 ton) gibi illerde
yapilmaktadir. Izmir kosullarinda yetistirilen cerezlik aygicegi ise 355.00 kg/da verim ile
diger illere gore daha fazla verimlilik saglamaktadir. Bursa ili ise 322.00 kg/da verim ile

cerezlik ay¢igegi tiretiminde ikinci siray1 almaktadir (Anonim, 2022c).

Alan ve Uretim

9.000.000
8.000.000
7.000.000
6.000.000
5.000.000
4.000.000
3.000.000
2.000.000
1.000.000

2017 2018 2013 2020 2021
M Alan (da) 6.813.976 6.489.344 6.759.834 6.508.696 8.113.116
M Uretim (ton) 1.800.000 1.800.000 1.950.000 1.500.000 2.215.000

Sekil 7. 2017-2021 Yillar1 arasinda Tiirkiye aycicegi iiretim alani1 ve miktar1 grafigi
(Anonim, 2022d).
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Sekil 8. 2011-2021 Yillar1 arasinda Tiirkiye aycicegi tiretim grafigi (FAO, 2022)

Yaglik ve cerezlik aygicegi olarak iiretimi yapilan iilkemizde, ¢erezlik aycicegi iiretimi
genellikle Dogu ve I¢ Anadolu Bélgesi'nde yogunlasirken, yaglik aycicegi liretimi biiyiik
olglide Trakya Bolgesi'nde gerceklestirilmektedir (Anonim, 2022d).

Bu ¢aligmanin amaci, geleneksel bitki 1slaht yontemlerinden farkli olarak, dogal déllenme
yerine erkek tiireme hiicrelerinin (polen) mikrospor asamasindayken tespit edilip
laboratuvar  kosullarinda  kiiltire alinmast ve haploid bitki iiretiminin
gerceklestirilmesidir. Haploid bitkiler, genetik arastirmalarda ve bitki 1slahinda énemli
bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Bu c¢alisma, c¢erezlik aygice8i genotiplerinde
androgenesis ve haploid bitki elde etme siirecini ayrintili bir sekilde inceleyerek, bu
tekniklerin kullaniminin bitki 1slahinda yeni stratejilerin  gelistirilmesine katki
saglayabilecegini gostermeyi hedeflemektedir. Elde edilen sonuclar, bitki islahinda
genetik varyasyonun artirilmasi, hibrit g¢esit 1slahinda kullanilan dihaploid hatlarin
gelistirilmesi, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli yiiksek verimli gesitlerin

1slaht gibi hedeflere ulasmada 6nemli katkilar saglayacaktir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Aygiceginde Islah Teknikleri

Bitki 1slah ¢alismalarinin, aygigegi gibi ekonomik 6neme sahip bitkilerin kiiltiire alinmas1
ile birlikte binlerce yil once basladigi sdylenebilir. Tarim 6ncesi donemde insanlar,
tohumlar1 belirli bir zamanda topraga ekmeyi 6grenmis ve bu bitkilerin kiltiirlerine
baglamislardir. Kiiltiir bitkileri, dogal varyasyondan yararlanarak ve klasik bitki 1slah
yontemleri (seleksiyon, mutasyon, melezleme vb.) kullanilarak gelistirilmistir. Klasik
bitki 1slahi ile 6zellikle melez ¢esitlerin kullanimui, iirlin miktar1 ve kalitesinde onemli
artiglar saglamistir, ancak hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik gibi diger tarimsal
ozelliklerde ayni basart saglanamamustir (Ulukan, 2007). Bitki genetik miihendisligi,
bitkilerin 6zelliklerini degistirme ve gelistirme amaciyla kullanilan bir teknolojidir. Bu
teknoloji sayesinde bitkilerin dogal 6zellikleri genetik modifikasyon yoluyla
degistirilebilmekte ve bu sayede ¢esitli hastalik ve zararlhilara karsi dayanikliliklari
artirilabilmektedir. Ayrica bitki genetik miithendisligi ile farkli tlirler arasinda da gen
aktarimi yapmak miimkiindiir. Boylece bitkilerin genetik cesitliligi artirilabilmekte ve

cesitli olumsuzluklarin 6niine gegilebilmektedir (Hansen, 2000).

Aycicegi bitkisinin ¢icek yapisi, melezlemelerin basar1 oranini etkileyen bir faktordiir.
Aycigegi bitkisi, ¢cok sayida kiiciik ¢icege sahip olan bir bitkidir ve bu durum,
melezlemeyi zorlastirir. Melezleme islemi, bitki genetiginin degistirilmesinde énemli rol
oynayan bir yontemdir ve aycicegi 1slahinda da kullanilmaktadir. Ancak, bu yontem
aycicegi bitkisinin ¢igek yapisi nedeniyle zorluklarla karsilasabilmektedir (Cosge ve
Ulukan, 2005). Aygigegi, kendine ve yabanci dollenmeye miisait bir bitki olmasi
nedeniyle klasik yontemlerle melezleme calismalarini zorlastirmaktadir. Melezleme ve

kendine dollenme calismalarindan kaynaklanan zorluklar, haploid bitki iretimi ile



asilabilir. Bu yontemle elde edilecek haploid bitkiler, dihaplodizasyon caligmalar ile
dihaploid verimli hatlara doniistiiriilebilmektedir. Bu sayede, aycigegi 1slahinda daha
verimli ve saglikli bitkiler elde etmek miimkiin hale gelmektedir (Priya ve ark., 2003).

Giliniimilizde, 1slah yontemleri konusunda olduk¢a biiylik gelismeler kaydedilmistir.
Klasik yontemlerin yani sira, biyoteknoloji alanindaki yenilikler ve genetik miithendisligi
teknikleri ile birgok farkli yontem gelistirilmistir. Bu yontemler, genel olarak klasik ve

biyoteknolojik yontemler olarak iki ana baslik altinda siniflandirilabilir.
1.1.1. Klasik Islah Teknikleri

Geleneksel bitki 1slahinda, hedeflenen 0zelliklere sahip olan ebeveyn bitkilerin
secilmesiyle baslanir ve bu bitkiler arasinda melezleme yapilir. Elde edilen bitkiler,
istenen Gzelliklerin saglanmasi igin bir¢ok kez kendilenir ve melezlenir ve bu islem

karakterler stabil hale gelinceye kadar devam eder.
1.1.2. Biyoteknolojik Islah Teknikleri

Geleneksel bitki 1slah yontemleri, genellikle istenen Ozelliklere sahip bitkilerin elde
edilmesi i¢cin uzun zaman gerektirir. Bu yontemler, giiniimiizde biyoteknolojik 1slah
teknikleri ile birlestirilerek daha hizli ve etkili sonuglar almak miimkiin hale gelmistir.
Biyoteknolojik yontemler arasinda, [n vitro teknikleri oldukca &nemlidir ve siirekli

gelistirilmektedir.
1.2. In vitro Tekniklerin Bitki Islahinda Kullanim Alanlar:

Biyoteknolojinin farkli uygulama alanlarini iceren ¢ok genis bir kapsami vardir. Doku
kiiltiirii ise genel bir terim olup, bitki organlar1 (kokler, siirgiin uglari, embriyolar vb.),
anterler ve polen (haploidlerin {iretiminde), kallus dokulari, hiicreler ve protoplastlarin
Ozel ve steril kosullarda kapali ve genellikle cam kaplarda (in vitro) yapay besi
ortamlarina konularak biiylimeye birakilmasi seklinde tanimlanabilir. Bu yontemin diger
adlar arasinda "Mikro iiretim" veya "Aseptik Kiiltiir" bulunur. Bu yontem sayesinde
bitki 1slahgilar, stabil verime sahip, kaliteli ve stres faktorlerine genetik olarak dayanikli
yeni ¢esitler gelistirmek tlizere modern teknikleri kullanmaktadirlar. (Ingram,1980;
Goniilsen, 1987).
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Bitki 1slahi, gelisen teknoloji ve biyoteknoloji sayesinde daha verimli hale gelmistir.
Ozellikle bitki doku kiiltiirleri, bu alanda 6nemli bir gelisme saglamustir. Bitki doku
kiltiirleri 1slah i¢cin hem dogrudan hem de dolayli olarak kullanilabilmektedir. Bu sayede,
bitki 1slahinda geleneksel yontemlere kiyasla daha hizli ve verimli sonuglar elde
edilebilmektedir Bu teknikler sayesinde, istenilen 6zellikleri tasiyan bitkilerin elde edilme

siireci daha kisa zaman almakta. Bu teknikler;

= Haploid bitki iiretiminde anter (polen) veya yumurtalik (ovul) kiiltiiri,
= Tirler aras1 melezlemelerden sonra embriyo kiiltiirii,
= Somaklonal varyasyon,

= [n vitro seleksiyon,

= [nvitro dollenme,

= Jn vitro germplazm korunmast,

* Somatik hiicre melezlemesi (protoplast fiizyonu),

= Gen transferi,

= Sekonder metabolit tiretimi,

» Mikrogogaltim,

=  Sentetik tohum tiretimidir.

Haploid kiiltiir teknigi bu tezin ana ¢aligma konusunu olusturmaktadir.
1.2.1. Haploid Kiiltiir Teknigi

Bitki 1slah c¢aligmalarinda kullanilan anter kiltiirii teknigi, haploid bitkilerin elde
edilmesine yardimci olmaktadir. Bu teknik sayesinde mikrosporlardan haploid bitkiler,
organogenez veya embriyo olusumu yoluyla elde edilebilmektedir. Anter kiiltiirii teknigi
ile elde edilen bitkilerin kromozomlar1 katlanarak daha kisa siirede kendilenmis
homozigot hatlar1 veya bitkileri elde etmek miimkiin olmaktadir. Bu teknik, klasik 1slah
yontemleriyle uzun yillar alan tiirlerde daha hizli sonuglar elde etmek i¢in kullanilabilir

(Germana, 2011; Morrison ve ark., 1986; Croughan, 1995).

Bitkilerde in vitro uyartim yontemleri ile androgenesis ve ginogenesis adi verilen iki
farkli embriyogenezis yontemi uygulanabilir. Androgenesis isleminde bitkiden anter
veya mikrosporlar alinarak kiiltiir ortaminda yetistirilirken, ginogenesis isleminde ise
bitkinin oviil veya ovaryumu yapay besi ortaminda yetistirilir. Her iki yontemde de,

normal kosullarda gametofitik gelisimin durdurulmasi sonucu elde edilen mikrospor veya
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megaspor hiicrelerinin uygun uyaranlar yardimiyla embriyogenik gelisime zorlanmasi
temel prensiptir. Haploid bitki elde etmek i¢in sadece androgenesis ve ginogenesis
yontemleri kullanilmaz. Ayrica, melezleme islemi veya 6zel uygulamalarla polen
tozlamasi da yapilarak embriyo kurtarma teknigi ile haploid bitkiler elde edilebilir. Bu

yontemler, haploidlerin genetik aragtirmalarda kullanilmasi i¢in bir alternatif saglar. (Jain
ve ark., 1996; Kasha ve ark., 2005 ).

1.3. Haploid Bitkilerin Genel Ozellikleri

Haploid bitkiler, diploid bitkilerde bulunan tiim organlara sahip olsalar da hiicreleri daha
kiictiktiir ve bu nedenle daha kiiciik, gii¢sliz, bodur ve morfolojik olarak zay1f bitkilerdir.
Ayrica, gelisimleri daha yavastir ve yapraklar1 daha dar ve kiigiiktiir. Govde ve dallarin
bogum aralari kisa olurken, ¢i¢eklenme siireleri de daha uzun olur. Kiiciik ¢i¢ek acgarlar
ancak sterildirler ve tohum kabiliyetleri bulunmazlar. Bu anterlerin ig¢indeki polenler,
normal polenlerden daha kii¢lik boyutta ve sekilleri de anormaldir. Ayrica polenlerin i¢i
bos oldugundan, anterler normal sekilde catlamaz ve polenler dokiilemezler. Haploid
bitkilerin stomalar1 da daha kiigiiktiir ve birim alanda daha fazla stoma bulunur (Emiroglu,

1982; Er, 1992; Ellialtioglu ve ark., 2000).
1.4. Anter Kiiltirii

1953 yilina kadar anterlerin in vitro ¢alismalarinda eksplant olarak kullanimi yaygin
olmamakla birlikte anter kiiltiirii yontemi kullanilarak ilk haploid bitki Nicotiana tabacum
tiriinde dretilmistir (Bourgin ve Nitsch, 1967). Heniliz olgunlasmamis, polen
olusumunun ger¢eklesmedigi, ancak tek ¢ekirdekli mikrosporlar1 igeren anterler, anter
kiiltiiri i¢in uygun bir baslangic materyalidir. Anterleri igeren kapitulumlarin
sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra, uygun gelisim asamasindaki anterler,
genotipe uygun inkiibasyon kosullar1 altinda besin ortamina yerlestirilir ve havayla temasi
kesilir. Anter kiiltiirii sonucunda, androgenesis yani anterlerin i¢inden direkt olarak
embriyo gelisimi gerceklesebilecegi gibi, kallus olusumunu takiben organogenezis veya

embriyo olusumu da indirekt yolla gerceklesebilir.
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1.4.1. Anter Kiiltiiriinii Etkileyen Faktorler

Androgenik bitkilerin iiretiminde, androgenesis siirecine etki eden bir¢ok faktor
bulunmaktadir. Bu faktorlerin bazilar1 ¢evresel faktorlerden kaynaklanirken, digerleri
kalitsal faktorlere baghdir. Anter kiiltiirii uygulamalarinda dikkate alinmasi gereken bir
bagka faktor olarak genotip ozellikleri de dnemli bir rol oynamaktadir. Ayni kosullar
altinda bile, farkli bitki tiirleri anter kiilttirtine farkli yanitlar verebilmektedir. Bu nedenle,
anter kiiltiirii uygulamalar1 6ncesinde bitkinin genotipinin belirlenmesi, uygun kosullarin
saglanmasi ve embriyo gelisiminin desteklenmesi 6nemlidir (Nitsch ve ark., 1969;

Gresshof ve Doy, 1972; Irikura ve ark., 1975).

Androgenik bitki iiretiminde anter kiiltiirii yonteminin basarisi, donor bitkinin yetisme
kosullarindan da etkilenmektedir. Bitkinin beslenmesi, su ihtiyaci, 151k, sicaklik, nem ve
CO2 konsantrasyonu gibi faktorler, anterlerin kalitesini ve androgenesis sikligini
etkilemektedir. Bu nedenle, anter kiiltiirii yontemi i¢in uygun dondr bitkinin se¢ilmesi
kadar, bitkinin dogru kosullarda yetistirilmesi de onemlidir. Dumas de Vaulx ve
Chambonnet (1982) "Dourga" adli bir patlican genotipi tizerinde yapilan anter kiiltiiri
caligmalari, haploid bitki iiretimi i¢in basarili sonuglar vermistir. Ancak, Tuberosa (1987)
ve Rotino'nun (1987) aym patlican genotipi lizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda, embriyo
olusum oraninin oldukea diisiik oldugu belirlenmistir. Karakulluk¢u (1991) tarafindan
yapilan c¢aligmada, ayni patlican ¢esidi kullanilmis olmasina ragmen higbir embriyo
olusmamistir. Bu sonuglar, ayni genotip ile yapilan calismalarda bile basarilarin elde
edilememesi durumunun, donor bitkilerin yetistirilme kosullarindan

kaynaklanabilecegini ortaya koymaktadir.

Androgenesis iizerindeki etkileri dikkate alindiginda, anterlerin uygun evrede izole
edilmesi en Onemli faktorlerden biridir. Polen olgunlasmasinin baglamasindan sonra
mikrosporlar i¢inde nisasta birikmeye baslar ve bu androgenesis uyartimini olumsuz
yonde etkiler. Dolayistyla, birgok bitkide en iyi sonug, tek ¢ekirdekli orta veya geg
sathadaki mikrosporlari igeren anterlerden elde edilir. Mikrospor sathasinin belirlenmesi
gerektiginden, DAPI gibi boyalarin kullanilmasiyla mikrosporlarin gelisme evreleri
florasan mikroskopu altinda belirlenebilir. Ayrintili goriintiiler elde etmek i¢in parafilme
gomerek kesit alma ve farkli boyalarla boyama yontemleri de kullanilabilir (Ellialtioglu

ve ark., 2000).
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Kiiltiir sirasinda androgenesis olusumunu tesvik etmek i¢in bir¢ok 6n uygulama
yapilmaktadir. Bu On uygulamalardan biri olan soguk o6n uygulamasi, ¢igek
tomurcugunun belirli bir siire diisiik sicaklikta muhafaza edilmesi ve daha sonra
anterlerinin izole edilmesi temeline dayanir. Genellikle 4-10 °C aralig1 kullanilir. Soguk
On uygulamanin tam olarak nasil etki ettigi bilinmemektedir, ancak mikrosporlarin nigasta
birikimini bloke ederek embriyo olusumunu kolaylastirdig: diisiiniilmektedir. Bunun yani
sira, 30-35 °C arasindaki sicaklik uygulamalarinin da embriyogenesis uyartimini arttirdig
bilinmektedir (Atasoy, 2020; Engin Ozii 2006; Hamaoka ve ark., 1991; Karakulluk¢u ve
Abak, 1993; Engin Ozii, 2006; Cakmak ve ark., 2019; Badigannavar ve Kuruvinafhetti,
1996; Duran, 2007; Baba, 1992).

Ancak, haploid bitki olusumu, tek bir cins i¢inde bile farklilik gdsteren bir siiregtir ve bazi
durumlarda "¢ok kolay" olarak kabul edilebilirken bazi durumlarda ise "imkansiz" olarak
kabul edilebilir. Ornegin, Asma ve Elma tiirleri iizerinde yapilan anter kiiltiirii
caligsmalarinda, kallus gelisimi ve embriyoid benzeri farklilasmalar gozlemlenmis ancak

haploid bitki olusumu gergeklestirilememistir (Agaoglu ve ark., 1998; Koseali 2000).
1.5. Ginogenesis (Disi Gamet) Yoluyla Haploid Bitki Elde Etme
1.5.1. Oviil ve Ovaryum Kiiltiirleri

Doéllenmemis yumurtaligin veya yumurta hiicrelerinin kiiltiir ortaminda yetistirilmesiyle
haploid bitki ve embriyo olusumuna ovaryum veya oviil kiiltiirii ad1 verilir. Baz1 yumrulu
bitkiler ve Compositea familyasindaki baz1 bitkilerde ise ginogenik haploid bitkilerin
tretildigi kayit altina alinmistir (Babaoglu ve ark., 2001). 1982 yilindan itibaren,
ayciceginde ovaryum ve ovill kiiltiriiyle ilgili calismalar laboratuvar ortaminda
gerceklestirilmektedir. ilk ¢alisma olan Cai ve Zhou tarafindan 1984 yilinda yapilan
deneyde, sekiz aygicegi genotipi kullanilarak gen¢ ¢icekgiklerin ovul kiiltiirii
gerceklestirilmistir. 1985 yilinda ise Mix, sekiz farkli aygicegi genotipinden toplamda
1590 polenlenmemis ovaryumu oksin ve sitokin igeren MS besin ortaminda kiiltiire
etmistir. Iki hafta sonra kallus olusmus ve 19 adet ¢igekgik elde edilmistir. Ancak yapilan

analizler sonucu, tiim bu ¢igekgiklerin diploid oldugu belirlenmistir.
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1.5.2. Eksik veya Yetersiz Polenlerle Tozlama

Ovaryum ve oviil kiiltlirleri iizerine yapilan ¢alismalar, disi gametlerin in vitro sartlar
altinda kiiltiire alinarak diisiikk frekansta haploid embriyolarin elde edilebilecegini
gostermistir. Bu nedenle, haploidlerin elde edilme oranii artirmak igin, polenlere
uygulanan bazi teknikler partenogenetik embriyo olusumunu uyarabilir. Bu teknikler
arasinda, polenlerin farkli kimyasal maddeler ve radyoaktif 1ginlarla muamele edilmesi,
uzak akrabalar arasinda melezleme yapilmasi, tozlagmanin geciktirilmesi ve sicaklik
soklar1 uygulanmasi sayilabilir. Bu islemler sonucunda eksik veya yetersiz polenler elde
edilebilir ve bu polenler kullanilarak partenogenetik embriyo olusumu tesvik edilebilir
(Khush ve Virmani, 1996; Sestili ve Ficcadenti, 1996).

Polenlere uygulanan bu yontemler sayesinde, polen generatif cekirdegi inaktif hale
getirilirken, c¢imlenme yetenegi korunan polenler disi c¢icek tepesi {iizerinde
cimlendiklerinde, partenogenetik olarak haploid embriyolar iiretilir. Ancak bu haploid
embriyolarin bitkiye doniistiiriilmesi i¢in embriyo kiiltlirii yontemine ihtiya¢ duyulur.
Embriyo kesesi i¢inde gelisen haploid embriyo normal déllenme sonucu olusmadigi igin
endosperm tasimaz ve kendi basina bir bitkiye doniisemez. Bu nedenle, haploid
embriyolarin bitkiye doniistiiriilmesi i¢in embriyo kiiltiirli yontemi uygulanir (Ellialtioglu
ve ark., 2000). Haploid bitki eldesi i¢in kullanilan embriyo kiiltiirii yontemi, embriyolarin
hizl bir sekilde gelismesini saglamaktadir. Ancak bu yontem, diisiik oranda haploid bitki
eldesi sagladigi igin 1slahgilar tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmamaktadir (Ferrie ve
ark., 2011).

1.6. Haploid Bitkilerde Kromozom Katlanmasi

Haploid bitkilerin elde edilmesinin temel amaci, kromozom setlerinin iki katina
cikarilmast ve % 100 homozigot saf hatlarin hizla gelistirilmesidir. Bu siireg, bitki
1slahinda 6nemli bir rol oynar ve 6zellikle tarimsal iiretim agisindan biiyiik avantajlar
saglar. Metafaz safhasinda mitoz boliinme sirasinda kromozomlarin ig ipliklerine
baglanmasin1 engelleyen antimitotik etkili kimyasallar, replikasyona ugramis
kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini dnleyerek hiicrelerin kromozom sayisinin 2 katina
¢ikmasina olanak saglar. Bu sayede haploid bitkilerin kromozom sayist da 2n seviyesine

yiikseltilebilir. Bu amacla kullanilan en yaygin kimyasal kolhisindir (Ar1, 2006).
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Haploid bitkilerin ploidi diizeylerini belirlemek i¢in genellikle su yontemleri kullanilir.

Fenotipik goézlemler: Poliploidi olarak adlandirilan kromozom sayisinin artmast,
bitkilerin tiim organlarinda biiyiime etkisine neden olurken haploid bitki organlarinin
boyutlari, diploid bitkilere gore azalma egilimi gostermektedir (Ellialtioglu ve ark.,
2002). Kurtar (1999) tarafindan yapilan arastirmada, Urfa yerli kabak ¢esidinin diploid
ve haploid bireyleri karsilastirilmig ve yaprak boyutunda yaklasik yar1 yartya bir farklilik
tespit edilmistir. Ayrica ayni1 ¢alismada, haploid bitkilerin diploidler gibi cigek agtigi,
ancak c¢iceklerin morfolojik ve biyolojik olarak farkliliklar gosterdigi belirtilmistir.
Haploid bitkilerde, disi ve erkek ¢igeklerin boyutlar1 daha kiiclik olmus, erkek ciceklerin
polen tagimadigi ve agmadan kuruyup oldiigi, disi ¢igeklerin ise kiiciik bir stigma ve
ovaryuma sahip oldugu ancak normal polenlerle tozlandiginda hicbir sekilde meyve
olusturmadig1 goriilmiistiir. Bu bulgular, diger bitki tiirlerinde de benzer sekilde
belirlenmistir. Bununla birlikte, fenotipik gozlemler hizli ve diisikk maliyetlidir, ancak
giivenilirligi diisiikk olabilir. Bu nedenle, farkli ploidi belirleme yontemleri ile

desteklenmesi gereklidir.

Kromozom sayimlari: Kok uclari gibi hizli biiyliyen dokularin kromozom sayimlari,
giivenilirligi kanitlanmig bir yontem olarak kabul edilmektedir. Ancak, preparat hazirlig
sirasindaki hidroliz veya boyama islemlerinin zaman almasi ve bu islemlerin deneyim

gerektirmesi, yontemin dezavantajlarini olusturmaktadir (Ari, 2006).

Flow sitometri: Hiicrelerin flouresans dedektoriinden tek tek gegirilerek absorbe ettigi
15181 analizine dayali bir yontemdir. Bu yontemde, hiicre ¢ekirdekleri flouresans
boyalarla boyanir ve ¢ekirdeksel DNA miktar1 belirlenir. Yontem, her bitki tiirli igin
optimize edilmesi gereken bir dezavantaji olsa da, kolay, hizli ve giivenilir sonuglar

vermesi nedeniyle en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir (Ar1, 2006).

Stomatal incelemeler: Haploid bitkilerdeki stomalarin yogunlugu ve bu stomalardaki
plastidlerin sayisi, diploid veya poliploid bitkilerden farklidir. Ploidi diizeyi arttikca
stoma uzunlugu ve plastid sayis1 da artar. Bu nedenle, farkli bitki tiirlerinde bulunan
stomalarin biiyiikliigii ve birim alanda bulunan stoma sayisi ile ploidi diizeyi arasinda
dogru bir iliski saptanmistir ve bu yontem ploidi tespitinde kullanilmaya baglanmistir.

Ancak, bu gozlemler kesinlikle kromozom saymmu ile desteklenmelidir. Ayrica, farklh
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bitki tiirleri arasinda degisen stomal biiylikliigli ve sayisi, bu ydntemin optimize

edilmesinde bir dezavantaj olarak gosterilmistir (Ar1, 2006).
1.7. Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismada, gerezlik aygigegi ¢esitlerinde in vitro androgenesis yoluyla haploid bitki
olusumunu ve bu bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmas: ile dihaploid bitki elde
etmek amaglanmistir. Bu sayede anter kiiltiirii teknigi, ¢erezlik aygicegi 1slahinda daha
etkin bir sekilde kullanilabilecektir. Elde edilecek sonuglar, sadece ¢erezlik aycicegi
1slahinda degil, ayn1 zamanda daha kaliteli ve verimli yaglik ay¢icegi cesitlerinin
1slahinda da kullanilabilecektir.. Bu amagcla, farkli ¢esitler, uygulamalar ve besin
ortamlar1 kullanilarak denemeler kurulmus ve bu faktorlerin androgenesis lizerindeki

etkileri incelenmistir.
1.8. Arastirmanin Onemi

Cerezlik ayciceginde verim artisi, iilkemizin bu alandaki disa bagimliligin1 azaltmak i¢in
onemli bir potansiyele sahiptir. Bu galismalar, ayn1 zamanda iilke tariminin ve

ekonomisinin giiglendirilmesine de katk1 saglayacaktir.

Bu ¢alisma, tarim sektoriinde onemli bir yere sahip olan ¢erezlik aygicegi cesitlerinin
gelistirilmesine yoOnelik onemli bir adimdir. Cift¢ilerimizin, iilkemizin tarimsal
tiretiminde onemli bir yere sahip olan bu bitki tiirleri ile daha fazla verim elde etmeleri
hem ekonomik olarak, hem bu iiriinler bazinda disa bagimliligi azaltmak i¢in 6nem

tasimaktadir.

Ancak, bu bitkinin genetik cesitliligi olduk¢a sinirlidir. Bu nedenle, farkli genotiplerin
kullanilarak in vitro androgenesis yoluyla haploid bitki olusumu gergeklestirilmesi, bu

bitki tliriiniin ¢esitliligini arttirmak i¢in 6nemli bir yoldur.

Bu ¢alismanin diger bir 6nemli yani ise ay¢igeginde anter kiiltiirii tekniginin gelistirilmesi
ile ilgilidir. Bu teknik, bitki liretiminde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir ve genetik
cesitliligi arttirmak icin kullanilan bir¢cok teknikte kullanilmaktadir. Ancak, gerezlik
aycicegi icin heniiz etkin bir sekilde kullanilamamaktadir. Bu calisma, anter kiiltiirii
tekniginin gerezlik aycicegi 1slahinda daha etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in énemli

bir adimdir.
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Cerezlik aycicegi tiretimindeki verim artisi, ¢iftcilerimizin gelirlerinin artmasi ve tiretim
alanlarinin geniglemesine neden olacaktir. Ayrica, anter kiiltiirii tekniginin cerezlik
aycicegi 1slahinda daha etkin bir sekilde kullanilabilmesi, genetik ¢esitliligi arttirmak i¢in

kullanilan diger tekniklerde de kullanilabilir hale gelmesine katki saglayacaktir.
1.9. Literatiir Arastirmasi

Bitki 1slahi, yeni bitki gesitleri gelistirmek icin genetik, morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerin incelenmesini iceren bir disiplindir. Son yillarda, bitki islahgilari, stabil
verimlilige sahip, kaliteli ve stres faktorlerine genetik olarak dayanikli yeni bitki ¢esitleri
gelistirmek iizere modern teknikleri kullanmaya baslamislardir. Bu teknikler arasinda
biyoteknoloji, molekiiler genetik, doku kiiltiirii ve anter kiiltiirii yer almaktadir. Bu
tekniklerin kullanimi1, daha hizli ve verimli bir sekilde yeni bitki gesitleri gelistirilmesine
olanak saglamaktadir. Bitki 1slahinda haploid bitki elde etme tekniklerinin kullaniminin

artmastyla birgok tlirde hizli yol alinmigtir.

Aktas ve ark., (2023), haploid bitki elde etmek amact ile 16 ay¢icegi hattina ait polenleri
farkli dozda gama 1s1n1 (500-1000 Gy) uygulayarak i1ginlanmislar ve 1sinlanmis polenlerle
yaptiklar1 dolleme ¢alismalarinda kurtardiklar1 18457 embriyoyu Murashige & Skoog
(MS) ortaminda kiiltiire almis ve 650 adet ¢imlenmis embriyo elde etmislerdir.
Aragtirmacilar 500 Gr dozu hari¢ uygulanan tim dozlarin aygiceginde partenogenetik

embriyo olusumu ve haploid bitki elde etmede ektili oldugunu bildirmislerdir.

Rodriguez Guzman ve ark. (2020), in vitro anter kiiltliriinden aycicegi elde etmek i¢in
bir protokol gelistirmek amaciyla ¢alismiglardir. Murashige & Skoog (MS) ortaminda bes
doz 2,4-diklorofenoksiasetik (2,4-D) (uM) ve bes doz benziladenin (BA) (uM) igeren 25
farkli uygulama yapilmistir. Calisma sonunda haploid ve diploid kallus ve haploid
genomlu hiicreler gozlenmistir. Kallus indiiksiyonunun diisiik dozlarda daha yiiksek
agirlikta ve 25 gilinde ortaya ¢iktigini ve yliksek dozlarda indiiksiyonun 40 giinde mevcut
oldugunu tespit etmislerdir. En yliksek kallus agirlig1, en iyi uygulama olarak kabul edilen

5,4 uM 2,4-D ve 5,3 uM BA dozlarindan elde edilmistir.

Cakmak ve ark. (2019), anter kiiltiirii yoluyla iki farkli ay¢icegi genotipinde farkli doku
kiiltiiri parametrelerinin kallus dokularina etkisini aragtirmiglardir. Yiiriitiilen ¢aligmada

anterler karanlikta 4°C'de 24 saat soguk ve 35°C'de 2 giin sicak 6n isleme tabi tutulmus



18

ve 6-benzilaminopiirin, 2,4-diklorofenoksiasetik asit, a-naftalin asetik asit ve indol-3-
asetik asitin farkli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlari ile desteklenmis besiyerlerine
ekilmistir. Caligma sonucunda embriyojenik kallus yiizdesinin % 65 ile % 26 arasinda

PR

degistigi, kallus olusturan anter ylizdesinin ise farkli genotipler ve ortamlarla 24 saatlik
soguk muamelenin etkisi géz Oniine alindiginda % 95 ile % 75 arasinda degistigi
gbzlemlenmistir. Rejenerasyon yiizdesi % 10 ile %6 arasinda degismistir. Embriyojenik
kallus ylizdesi % 66 ile % 42 arasinda degisirken, kallus olusturan anter yiizdesi % 100
ile % 48 arasinda degismistir. Farkli genotipler ve ortamlarla 2 giinliik 1s1l islemin etkisi
dikkate alindiginda, rejenerasyon yiizdesi % 23 ile % 4 arasinda degismistir. En iyi kallus
indiiksiyonu sonucu (% 100) 2 giinliik 1s11 6n islem ile G2 genotipinden elde edilirken, en

1yl embriyojenik kallus indiiksiyonu (% 65) 24 saatlik soguk 6n islem ile G2 genotipinden

elde edilmistir. En iyi rejenerasyon (% 23) 24 saat soguk 6n islem ile elde edilmistir.

Saensee ve ark. (2018), ¢esitli kiiltiir ortamlarinin anterlerden kallus rejenerasyonununa
etkisini arastirmiglardir. Test edilen dort ortam arasinda, 2 mg 1-1 a-napthalene acetic acid
(NAA), 1 mg It N6 -benzylaminopurine (BAP) ve 100 ml It hindistan cevizi suyu ile
desteklenmis MS ortam1 en yliksek kallus indiiksiyonunu (% 60,44) saglamistir. Bu
ortamda anterden tiireyen kalluslar % 20,45 oraninda embriyo benzeri yapilara (ES)

doniigmiis ve bu kalluslarin bir kismu siirgiin veya kok yapisina doniismiistiir.

Garkusha ve ark. (2017), Oracle ve Orpheus aygigegi hibritlerinin anterlerinin in vitro
kiiltiirli sirasinda fitohormonlarin, 6-BAP, a-NAA ve AgNQOs'iin (giimiis nitrat) kantitatif
ve kalitatif bilesiminin kallus olusumu ve rejenerasyon siirecleri tizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Caligma sonucunda 2.0 mg/l a-NAA + 1.0 mg/l 6-BAP + 30.0 g/1 siikroz
+ 7.0 g/l agar igeren MS ortaminin ve 2.0 mg/l a-NAA + 0.5 mg/l 6-BAP + 2.0 mg/I
AgNO3 + 30.0 g/l sukroz + 7.0 g/l agar i¢eren iki ortamin incelenen iki ay¢igegi melezinde

anter kiiltiirii icin ideal oldugu sonucuna ulasilmistir.

Saensee (2017), aygiceginde double haploid (DH) bitkiler iiretmek amaciyla yaptig
calismada 3 farkl ay¢icegi ¢esidinde anter kiiltiirii yoluyla haploid kalluslar elde etmistir.
MS besiyerinde 2 mg/1 NAA, 1 mg/1 BAP ve % 10 (v/v) hindistan cevizi suyu her ii¢
cesit icin de % 65,48 ile en yiliksek kallus yilizdesini meydana getirmistir. Siirgiin
olusturmada, embriyojenik kallus elde etmek i¢in en iyi yanit1 2 mg/1 BAP, 500 mg/1 CH

ve % 0,2 aktif komiir ile desteklenmis MS ortami vermistir. Aktif kdmiir ilavesinin anter
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kiiltiirli i¢in sinerjik etki gosterdigi, glimiis nitrat anter kiiltiiriinden organ indiiksiyonu

icin antagonistik etkiye katkida bulunabilecegi sonucuna varilmistir.

Ocal (2016) tarafindan yapilan arastirmada, meyve kalitesi yiiksek ve iyi agronomik
Ozelliklere sahip olan dolma, sivri, ¢arliston ve kaypa biber tiplerinin farkli 1slah hatlari,
lic nematoda dayanikli genitdrle melezlenmistir. Anter kiiltliri yoluyla saf hatlar elde
edilmigtir. MS+ 30 g/l sakaroz +% 0.25 aktif komiir+15 mg/l AgNOs+4 mg/l NAA+ 0.5
mg/l BAP besin ortami kullanilmistir. Denemeler sonucunda, genotipler arasinda farkl
parametrelerin gézlemlendigi ve en yiiksek embriyo veriminin Nematoda dayanikli x
dolma melezi Z-tad 87 nolu genotipten elde edildigi tespit edilmistir. Melezlemelerden
en yiiksek embriyo verimi dolma biber tipinden elde edilmistir. Embriyo orani en yiiksek
sivri biber melezinde elde edilirken, en yiiksek haploid bitki oran1 kapya biber melezinden
elde edilmistir. Mel, Me3, N ve Me7 dayaniklilik genlerine sahip lic homozigot saf hat
ve bir Mel genine sahip saf hat elde edilmistir.

Pintos ve ark. (2007), Quercus suber bitkisi {lizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, anter
kokenli  embriyolarin  ¢ekirdek  DNA'sinin  duplikasyonunun  uyarilmasini
amaglamislardir. Bu amagla, kolsisin, oryzalin ve amiprophos-methyl (APM) gibi ii¢
farkli antimitotik ajanin farkli konsantrasyonlari, in vitro kosullarda alt1 farkli genotipte
test edilmistir. Bu tiiriin anter kiiltiiriiniin, spontan diploidlerin % 7.78 oraninda verildigi
bilinmektedir. 48 saat boyunca 0.01 mM oryzalin kullaniminin, yaklasik % 50 oraninda
diploid embriyo elde etmek i¢in en etkili uyarimi sagladigi bildirilmistir. 0.01 mM APM
kullanimi, oryzaline gore daha diisiik olsa da kabul edilebilir bir artis saglamistir. Ancak,
1.30 veya 8.80 mM kolsisin kullanimi, nekroz ve diisiik DNA duplikasyonu olugturarak
en az etkili kimyasal ajan oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, anter kiiltiirii kullanarak bitki

iiretimi i¢in uygun kosullarin belirlenmesine yardimci olabilir.

Duran (2007) tarafindan yapilan arastirmada, tuzlu kosullara dayanikli bugday
genotiplerinin anter kiiltiirlerine cevabi incelenmistir. Calismada, ti¢ farkli makarnalik
bugday genotipi kullanilmis ve farkli siireli 6n uygulamalarin etkisi test edilmistir.
Yapilan caligmalar sonucunda, 15 giin siiren soguk sokun en iyi sonucu verdigi
goriilmiistiir. Ayrica, Berkmen 469 genotipi % 0.62 ile en yiiksek kallus olusum oranina
sahip genotip olarak tespit edilmistir.
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Engin Ozii (2006) tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada, tarla veya sera kosullarinda
yetistirilen li¢ farkli ekmeklik bugday genotipi (Seri 82, Geng 99, Balatilla), P2 ortaminda
dort farkl sicaklikta (25 °C, 27 °C, 30 °C, 32 °C) kiiltiire alinarak anterleri incelenmistir.
Aragtirmanin sonuglari, dondr bitki yetistirme kosullarinin anter reaksiyon oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmadigini, ancak genotip ve anter kiiltiir
sicakliginin anter reaksiyon oraninda istatistiksel olarak anlamli farklilik yarattigini
ortaya koymaktadir. Anter reaksiyon orani, genotiplere gore % 0.40 ile % 2.40 arasinda
degismistir. Seri 82 ¢esidi, diger iki ¢eside gore daha yiiksek anter reaksiyon orani
ortalamas1 gostermistir. Kiiltlir sicakligi, 25 °C'den 30 °C'ye kadar artirildiginda anter
reaksiyon oraninda artisa neden olmustur. 30 °C'de kiiltiir edilen anterler, 25 °C'de kiiltiir
edilen anterlere gore daha yiiksek anter reaksiyon orani ortalamasi gostermistir. Ancak,
32 °C'de kiiltiir edilen anterlerin reaksiyon orani, 30 °C'de kiiltiir edilen anterlere gore
onemli Olgiide daha diisiik olmustur. Dondr bitkilerin yetisme kosullar1 ve anter kiiltiir
sicakligi, bitki rejenerasyon orani, yesil bitki rejenerasyon orani ve albino rejenerasyon
oranini istatistiksel olarak onemli derecede etkilememistir. Ancak, bitki rejenerasyon
orani, yesil bitki rejenerasyon orani ve albino bitki rejenerasyon orani, genotiplere gore
onemli derecede farklilik gostermistir ve Seri 82 ¢esidi, diger iki ¢eside gore bu ozellikler
acisindan daha {istiin ¢ikmuistir. Bu arastirma, ekmeklik bugday anter kiiltiiriinde haploid

bitki rejenerasyonunu etkileyen en 6nemli faktoriin genotip oldugunu gostermektedir.

An (2006) yiiriittiigii arastirmada, Manisa Lalesi olarak da bilinen dogal Anemone
coronaria var. coccinea bitkisinde haploid bitki liretmek i¢in anter kiiltiirii yontemini
kullanmistir. Arastirma kapsaminda, Adana'da dogal yayilisi olan bir popiilasyondan elde
edilen Ornekler, farkli temel besin ortamlari, hormon konsantrasyonlart ve 0On
uygulamalara tabi tutulmustur. Deney sonuclarina gore, NN ve B5 besin ortamlarina,
farkli hormon Kkonsantrasyonlari ve aktif karbon, glimiis nitrat, L-glutamin gibi
bilesenlerin eklenmesiyle elde edilen farkli uygulamalarin embriyo olusumu
performanslar1 belirlenmistir. Hormon denemelerinde, TAA tek basina veya BAP ile
birlikte kullanilmistir. En yiiksek embriyo olusum orani, NN ortamindaki 1 mg/l IAA +
0.10 mg/l BAP hormon kombinasyonunda % 12.70 ve B5 ortamindaki 0.50 mg/l IAA +
0.10 mg/l BAP kombinasyonunda % 9.30 olarak elde edilmistir. Glimiis nitrat denemeleri
icerisinde en yiiksek embriyo olusumu % 3.30 ile B5 ortamindaki 5 mg/l giimiis nitrat

+0.50 mg/l 1AA + 0.10 mg/l BAP igerikli uygulamadan elde edilmistir. L-Glutamin
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denemelerinde, sadece B5 ortamindaki 800 mg/l L-glutamin + 2 mg/l IAA + 0.10 mg/I
BAP uygulamasindan diisiik bir oranda (% 0.70) olumlu sonu¢ alinmistir. Aktif karbon
denemelerinde ise olumlu bir sonug elde edilememis, aktif karbon + giimiis nitrat + L-
glutamin karisimi denemelerinde ise tiim ortamlarda polen embriyogenesisine olumsuz
etki gozlenmistir. Calismada yapilan soguk muameleler arasinda fark bulunamamustir.
Embriyojenik boliinmelerin simetrik, jeneratif ve vejetatif ¢ekirdek boliinmelerinden
kaynaklandig1 tespit edilmistir. Direkt polen embriyogenesisinin amacglandigi bu
calismada, organogenesis ve yiiksek oranda kallus olusumu belirlenmistir, ancak elde

edilen embriyo ve kalluslar tam bir bitki rejenerasyonu saglayamamaistir.

Taskin (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, biber bitkisinde diisiik sicakliga
toleransli olarak belirlenen A71, A269, A313 numarali genotipler ile orta derecede
toleransli A109 genotipi ve duyarli A74 genotipi tlizerinde anter kiiltiirii yapilmistir. Bes
farkli genotipin embriyo uyarimi ve bitkiye doniisiimii i¢in anterler farkli zamanlarda
kiiltiire alinmistir. Bu ortamlarda gelismesini tamamlayamayan embriyolar ise 10 giin
boyunca 0.50 mg/l absisik asit iceren besin ortaminda kiiltiire alinarak embriyo
olgunlagsmasi tizerine etkisi incelenmistir. Calismanin sonucunda, embriyo olusumu ve
bitkiye doniisiimii genotiplere, anter alma donemlerine ve besin ortamlarina gore
degismistir. En yliksek embriyo verimi, soguga toleransl olarak belirlenmis olan A269
genotipinden elde edilmistir. Nisan ve Mayis aylarinda anter alma islemi yapildiginda en
basarili sonuglar elde edilmistir. IIT ((Murashige ve Skoog + 30 g/l sukroz + % 0.25 aktif
komir + 15 mg/l giimiis nitrat + 4 mg/l naftalen asetik asit + 1 mg/l benzil amino piirin)
ve IV (modifiye edilmis Murashige and Skoog + 30 g/l sukroz + % 0.25 aktif komiir + 15
mg/l giimis nitrat + 4 mg/l naftalen asetik asit + 0.1mg/l benzil amino piirin) numarali
besin ortamlarinda daha fazla sayida embriyo elde edilmistir. Ancak olgunlasmamis
embriyolara absisik asit uygulamasinin olumlu bir etkisi tespit edilememistir. Bitkiye
doniisiim ise hormonsuz Murashige and Skoog ortamina alinan olgun embriyolardan elde

edilmistir.

Sayilir ve Ozzambak (2005) tarafindan yapilan bir arastirmada, ¢igek tomurcuklari iic
boyutlu olarak smiflandirilmig ve anterler, MS ve N besi ortamlarina eklenen 4 mg/L
NAA+ 0.10 mg/L BA ve aktif komiir ile havug ekstrakti kullanilarak kiiltiire alinmistir.
En iyi sonuglar, aktif komiir ve havug ekstraktinin her ikisinin de eklendigi MS+4 mg/L
NAA+ 0.10 mg/L BA ortamindan elde edilmistir. 5-6 mm biiylikligiindeki
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tomurcuklardan alinan anterlerin MS+4 mg/L NAA+ 0.1 mg/L BA ortamina alinmasi, en
iyl embriyo verimini saglamistir. Komiir tek basina olumlu bir etki gdstermemistir.
Ayrica N + 4 mg/l NAA + 0.1 mg/l BA + % 0.10 aktif komiir + 200 ml havug ekstrakti

da iyi sonuglar vermistir.

Altindal (2005) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, ¢avdar bitkisinin anter kiiltiirliyle
ilgili bir problem olan rejenerasyon kapasitesinin arttirtlmasi amaglanmistir. Arastirmada,
diploid ve tetraploid cavdar bitkilerine ait anterlerin in vitro kiiltiirii iizerinde farkl
uygulamalarin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerindeki etkileri incelenmistir.
Deneyde, N6 ortami modifiye edilerek kullanilmistir. Soguk 6n islem, ploidi seviyesi,
karbon kaynaklar1 ve hormonlar gibi faktorler farkli sekillerde uygulanmistir. Soguk
uygulamasi anter tepki oramini ve kallus biyiikligiinii azaltirken, kallus oranini
artirmistir. Ploidi seviyesi, anter tepki orani iizerinde istatistiksel olarak 6nemsiz etkiye
sahipken, kallus olusumu ve kallus biiyiikliigli lizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu
belirlenmistir. Tetraploid ¢avdar bitkilerinde kallus biiyiikligii ve kallus olusturan anter
oran1 diploidlerden daha yiiksek, tepki gosteren anter orani ise daha diisiiktiir. Karbon
kaynaklari, anter tepki orani, kallus oran1 ve kallus biiyiikliigii tizerinde 6nemli etkilere
sahip olup, maltoz kullanildiginda kallus orani ve kallus biiytikliigli artarken, anter tepki
orani azalmistir. 2.4-D ve IAA hormonlar incelenen 6zellikler {izerinde benzer etkilere
sahip olup, aralarinda &nemli bir fark tespit edilmemistir. Incelenen tiim faktdrlerin
birbirleriyle olan etkilesimi istatistiksel olarak 6nemlidir. Bu nedenle, tepki gésteren anter
oran1 % 27.00-97.50, kallus olusturan anter oran1 % 13.00-28.00 ve kallus biiytikligi
1.03-6.03 mm arasinda degismektedir.

Gencer (2002), Ege Bolgesi tiitiin iiretim alanlarinda gozlenen "kiilleme" hastaligina
dayanikli bir tiitiin ¢esidi gelistirme amaciyla klasik 1slah metotlar1 ile anter kiiltiirii
teknigini birlikte kullanarak bir arastirma yliriitmiistiir. Bu amagla, iki tiitiin ¢esidi
arasinda geri melezleme yOntemi kullanilarak, kiillemeye direnci olan bir genotipten
digerine aktarilmigtir. GM1'in anterleri kiiltiire alinarak haploit bitkiler elde edilmis ve
daha sonra bu haploitlerden androjenez veya kolsisin tedavisi yoluyla dihaploit bitkiler
elde edilmistir. 67 dihaploid hattin 141 kiillemeye dayanikli bulunmug ve tarla
denemeleri icin standart gesitlerle verim, kalite ve morfolojik 6zellikler acisindan
karsilastirilmak iizere secilmistir. Ug hat her iki standart ¢esidi de geride birakirken, yedi

hat sadece Karabaglar 6265 standart ¢esidini kuru yaprak verimi agisindan ge¢mistir.
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Kalite 6zellikleri agisindan, dort hat azaltilmis seker ve toplam alkaloit i¢erigi bakimindan
bir standart ¢eside gore daha iyi sonuglar gostermistir. Sonug olarak, kiillemeye dayanikli
ve makro verim ve kalite denemelerinde standart ¢esidi yaklasik veya gegcen verim ve
kalite degerlerini gosteren 8 dihaploid hat secilmistir. Bu ¢alisma, anter kiiltiirii teknigini
kullanarak istenilen 6zelliklere sahip dihaploid bitkiler elde etmede 6nemli bir basar1 elde

etmistir.

Saji ve Sujatha (1998) yaptiklar1 arastirmada, aygigegi bitkisinde anter kiiltiirii yoluyla
embriyogenezis ve bitki rejenerasyonu iizerine bir arastirma yapilmistir. Arastirmacilar,
yiiksek bir kallus olusum orani (% 100) ve maksimum embriyo elde etme orani (% 44)
elde etmislerdir. Ancak, tam bir bitki elde etme oranlari olduk¢a diisiik oldugu
belirtilmektedir. Bu sonuglar, aygigegi bitkisinin anterlerinden somatik hiicrelere
dontisiim siirecinde elde edilen verimlilik agisindan potansiyel gostermektedir. Ancak, bu
yontemin uygulanabilirligi ve etkinligi, bitki rejenerasyonu icin diger tekniklerle

karsilastirildiginda daha fazla arastirma gerektirmektedir.

Kurt ve Evans (1998) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, haploid keten bitkileri elde etmek
icin 8 farkli c¢esidin anterleri kat1 ve sivi kiiltiir ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Arastirmanin sonuglarina gore, her iki kiiltlir ortaminda da kallus olusum orani diisiik
bulunmustur ve her iki ortamda da ¢esitler arasinda kallus olusumu agisindan farkliliklar
goriilmiistiir. Blue-Chip keten ¢esidi kat1 kiiltiir ortaminda, Antares keten cesidi ise s1vi
kiiltiir ortaminda en yiiksek kallus olusum oranlarina sahip olmustur (% 3.67 ve % 3.35
strastyla). Norman keten ¢esidi sadece kat1 kiiltlir ortaminda kallus olusumu saglarken,
McGregor keten ¢esidi her iki kiiltlir ortaminda da kallus olusumu gostermemistir. Soguk
islem gormiis anterlerin kallus olusum orani, kat1 kiiltiir ortaminda kontrol grubuna gére
dort kat azalmistir. Ancak sivi kiiltiir ortaminda bu oran istatistiksel olarak Oonemli
olmamakla birlikte % 25.80 oraninda artmistir. Genel olarak, her iki kiiltiir ortaminda da
kallus olusumu saglanmis olsa da, farklilasma ortamina transfer edilen kalluslardan

herhangi bir farklilagsma elde edilememistir.

Todorova ve ark. (1997), aygiceginde double haploid bitki tiretimi igin farkli polen
dondrleri ve alict hibritlerinin kullanildigi 48 farkli deney gerceklestirmislerdir. Polenler
300 Gy, 600 Gy ve 900 Gy dozlarinda radyo iyot 1sinina maruz birakilmigtir. 2279

embriyo ve 1107 bitki elde edilmis ve bunlarin 582'si kendi kendine dollenerek tohum
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tretmistir. 296 bitkinin haploid oldugu belirtilmistir. Bazilar1 kendiliginden diploid
olmustur ve digerleri kromozom katlamasi i¢in kolhisin soliisyonu ile islem gormiistiir.
Sonuglar, tiyli kiif hastalifina direngli tarimsal olarak kullanishh double haploid

hatlarinin iiretiminde % 8.60 oraninda bir basar1 saglandigin1 géstermistir.

Amaury ve ark. (1997), Lilium longiflorum bitkisi iizerinde farkli 151k kosullari, besi
ortamlar1 ve soguk 6n uygulamanin anter kiiltiiriine etkisini arastirmiglardir. Arastirmada
en uygun ortamin karanlikta ve soguk On uygulamasi altindaki N6 ortami oldugu
bulunmustur. Anterlerin mikrosporlarindan alinan erken ve orta tek c¢ekirdekli evre
mikrosporlar kallus olusturmustur. Toplamda 132 bitki rejenerasyona ugramistir ve
rejenerasyon sonrasi bitkilerde albino veya morfolojik c¢esitlilik goézlenmemistir.
Rejenerasyon sonrasi bitkilerin kok uglarinda hem haploid hem de diploid hiicrelere
rastlanmis ve bu durum kromozom duplikasyonunun kendiliginden oldugunu
gostermektedir. Ayrica, anterlerden elde edilen mikrosporlarin mikroskobik
incelemelerinde, farkli evrelerde c¢ok hiicreli taneler tespit edilmistir. Bu gozlemler,
mikrospor kokenli bitkilerin androgenik kokenli oldugunu desteklemekte ve izozim

analizi ile de dogrulanmaktadir.

Nurhidayah (1996) yaptigi caligmada, yabani tiirlerle kiiltiire edilmis aygicegi
hibritlerini kullanarak yapilan bir arastirma 6zetlenmektedir. Bu c¢alismada, 2000'den
fazla rejenere bitki elde edilmistir ve bu bitkilerin 1200 F1 hibritlerinden gelistirilmistir.
Anterlerin % 92.7'sinde embriyojenik kallus elde edilmistir. Bu sonuglar, interspesifik
hibritlerde anther kiiltiiriiniin yiiksek verimliligini ve bitki rejenerasyonunu sagladigini
gostermektedir. Arastirmacilar, interspesifik hibritlerin genis bir genetik ¢esitlilik
sagladigini ve anter kiiltiirii icin uygun malzeme sagladigini belirtmistir. Bu nedenle, bu
calisma, aycicegi 1slah1 ve bitki dretimi i¢in yararli bir arastirma olarak kabul

edilmektedir.

Badigannavar ve Kuruvinashetti (1996) yaptiklar1 ¢alismada, aycicegi bitkisinin 3
farkli genotipi lizerinde soguk uygulamanin ve farkli oksin ¢esitlerinin anter kiiltiirli
tizerindeki etkisi incelenmistir. Sonuglar, soguk uygulama yapilan tiim genotiplerin

anterlerinden elde edilen kallus olusum oraninda artis oldugunu gdstermistir. En iyi yanit

veren besin ortami kombinasyonlari ise 2.4-D (2.00 mg/l) + BA (1.00 mg/l) ve NAA (1
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mg/l) + BA (1 mg/lt) olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma, aygigegi bitkisinde anter kiiltiirii

yonteminin gelistirilmesinde faydali olabilir.

Thengane ve ark. (1994) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, aygigegi lizerinde anter
kiltirii kullanilarak dort farkli aygigcegi genotipinden bitki rejenerasyonu olusturma
potansiyeli incelenmistir. On deneylerde, tek cekirdekli mikrospor hiicrelerine sahip
anterler, Murashige ve Skoog'un MS, Gamborg'un B5, Nitsch ve Nitsch ile White'm W
ortamlarinda yetistirilmistir. Bu ortamlar, 2.4 diklorofenoksi asetik asit (1 mg/l), 6-
benzilaminopurin (0.50 mg/1) ve 40 g/l sukroz igermektedir. Ileri deneylerde ise, embriyo
indliksiyonuna daha duyarli olan MS ortamu tercih edilmistir. MS ortami, 2.4
diklorofenoksi asetik asit (0.20-2.00 mg/l) ve 6-benzilaminopurin (0.50 ve 1.00 mg/l) ile
optimize edilmistir. Soguk 6n uygulamasi, hormon ve sukroz konsantrasyonlarinin
embriyogenik verimlilik agisindan etkisini test etmek amaciyla gergeklestirilmistir.
Arastirma sonuclari, genotipin embriyo olusum kapasitesinin 6nemli dlglide etkili
oldugunu ortaya koymustur. Embriyo ¢imlenmesini tesvik etmek i¢in, etilen inhibitori
olan giimiis nitrat (2.50 mg/1) kullanilmistir. Sadece bir genotipten (% 10-15) bitkiler elde

edilebilmistir.

Sakin (1994) tarafindan yapilan ¢alismada, tiitiinde anter kiiltiirii yontemi uygulanmis ve
bunun i¢in 20 farkli genotipten alinan anterler MS ve N6 ortamlarinda kiiltiire alinmas.
Anterlerin reaksiyon gosterme oraninin biiyiik Olclide genotipe bagli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, MS ortaminin N6 ortamina gore anter reaksiyon oraninin daha yiiksek
oldugu ancak her iki ortam arasinda bitki rejenerasyon orani agisindan énemli bir fark

olmadig bildirilmistir.

Baba (1992) tarafindan yapilan bir aragtirmada, gesitli yerli arpa tiirlerinde N6 ortaminda
anter kiiltiirii kullanilarak kallus ve embriyoidlerin elde edilmesi i¢in 4°C'de soguk 6n
muamele uygulamasi yapilmistir. 15 giinliik 6n muamele sonucunda Tokak, Yergil ve
Gem ¢esitlerinden kalluslar elde edilmistir. Ayrica Gem ¢esidinden embriyoidler de elde

edilmistir.

Prasad ve ark. (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada, aspir bitkisinde kiiltiir ortaminin
androgenik kallus iizerindeki etkisi bes farkli besi ortaminda incelenmistir. Arastirma
sonucunda, MS ortaminin kallus olusumunda oldukca etkili oldugu belirlenmistir.

Margira yerel ¢esidinden elde edilen en yiiksek kallus olusumu % 48.60 oraninda
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kaydedilmistir. Olgunlasmamis kapiitiillere ii¢ ile bes giin siiren 5+1 °C’deki 6n soguk
uygulamasinin anterlerin kallus olusturma yiizdesini artirdigi belirlenmistir. Tarla ve sera
kosullarinda yetistirilen anter donor bitkilerinin fizyolojik kosullarinin kallus olusumu ve
yeniden degisim lizerindeki etkisi degerlendirildiginde, tarla kosullarindaki anter donor
bitkilerinin en uygun yanit1 verdigi goriilmiistiir. Siirglin rejenerasyonu, 2.00 mg/l BAP
ve 0.50 mg/l NAA iceren MS ortaminda gergeklestirilmis ve kdklenme ise 0.10 mg/I
NAA ve % 1 siikroz iceren 2 MS ortami lizerinde basariyla saglanmustir. Sitolojik
gozlemler, anterlerden elde edilen bitkilerin iki ploidi seviyesinde oldugunu ve haploid

bitkilerin genellikle % 64 oraninda daha baskin oldugunu ortaya koymustur.

Hamaoka ve ark. (1991) yilinda gergeklestirdigi bir ¢alismada, Brassica campestris L.
bitkisi iizerinde anter kiiltlirii yapilmis ve kiiltliriin ilk {i¢ giiniinde uygulanan yiiksek
sicakligin (35°C) polen kaynakli embriyoid verimini artirdig: belirtilmistir. Bu ¢calismada,
tek ¢ekirdekli evredeki polenleri iceren anterler modifiye B5 ortaminda kiiltiire alinmistir.
[k 24 saatte uygulanan yiiksek sicaklik normal polen gelisimini engellemis ve simetrik
boliinmeyi tesvik etmistir. Ancak bu simetrik bdliinme, in vivo (canli bitkide) gelisen
polenlerde c¢ok nadir goriilen bir olaydir. Kiiltiire alinan anterlerde yiiksek sicaklik
uygulanmadan polen gelisimi normal sekilde gerceklesirken, yiiksek sicakligin normal
polen gelisimini engelledigi ve sporofitik gelisimi tesvik ettigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica,
bu tarz bir simetrik boliinme i¢in bitki biiyiime diizenleyicisi veya baska bir besin maddesi

gerekli olmadig1 ve sadece sukrozun (0.29 M) yeterli oldugu belirtilmistir.

Bohorova (1985) tarafindan yapilan bir ¢alismada, aycicegi bitkisinin anterlerinden in
vitro organogenez, androjenez ve embriyo kiiltlirli yoOntemleri kullanilarak bitki
rejenerasyonu amaclanmistir.  Arastirmacilar 24 farkli  biiylime diizenleyicisi
kombinasyonu kullanmislar ve en iyi sonuglarin 2.4-D ve kinetin kombinasyonunda
alindigin1  gozlemlemislerdir. Bu kombinasyonla % 70-100 oraninda graniiler
embriyojenik kallus elde edilmistir. Ancak, IAA igerikli besin ortaminda gelisen

kalluslarin daha kompakt bir yapida oldugu rapor edilmistir.

Cerezlik aygicegi (Helianthus annuus L.) genotiplerinde androgenesis ve haploid bitki
elde edilmesi iizerine yapilan arastirmalar, bitki 1slah1 ve genetik miihendislik alaninda
biiyilk bir oneme sahiptir. Bu calismalar, bitki yetistiricilerine ve arastirmacilara,

hedeflenen Ozelliklere sahip bitkilerin daha etkin bir sekilde liretilebilmesi ve genetik
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cesitliligi artirabilme potansiyeli sunar. Androgenesis ve haploid bitki elde etme siireci,
geleneksel 1slah yontemlerine kiyasla zaman ve maliyet acisindan daha avantajli olabilir.
Ayrica, bu caligmalar genetik varyasyonu hizli bir sekilde artirma ve yeni genotiplerin
olusturulmasi i¢in bir ara¢ olarak da kullanilabilir. Bu nedenle, cerezlik aycicegi
genotiplerinde androgenesis ve haploid bitki elde edilmesi lizerine yapilan arastirmalar,
bitki 1slah1 ve genetik miihendislik calismalarinda 6nemli bir adim olarak kabul

edilmektedir.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Materyal

Bu arastirma, 2018- 2022 yillar1 arasinda Erciyes Universitesi Betiil - Ziya EREN Genom
ve Kok Hiicre Merkezi’nin Bitki Biyoteknolojisi Boliimii ile Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii’niin Doku Kiiltiiri Laboratuvari biinyesinde yiiriitiilmiistiir. Denemede
kullanilan bitkiler yaz donemlerinde Ziraat Fakiiltesi’nin seralari ile Erciyes Universitesi
Tarimsal Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne bagli Kampiis i¢i (Yildinm Beyazit)
bitkisel arastirma alaninda ekimi ve yetistiriciligi yapilmus, kis kosullarinda ise Ziraat
Fakiiltesi’nin 1sitmali serasinda yetistiriciligi yapilmistir. Caligmada iki farkli gerezlik

aycicegi cesidi Inegdl Alas1 ve SH361 kullanilmistir (Sekil 9).

Inegol Alasi: 2013 yilinda Uluduag iiniversitesi Ziraat Fakiiltesi tarafindan tesgil edilmis
acik tozlanan bir ¢esit olup,sar1 ¢igekli, uzun, gri-beyaz tohum kabuguna sahiptir (Kaya
2014).

SH361: Cin menseili 2.1-2.3 m boylanan 0.98-1.00 cm eninde 2,5- 3 cm boyunda, siyah
beyaz cizgili, dekara 350-400 kg verim veren hibrit cerezlik aygigegi cesididir (Gansu
Agricultual Science and Technology. 1001-1436. 09-0037-02).

Sekil 9. Caligmada kullanilan ¢erezlik ayc¢icegi ¢esitleri
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2.2. Yontem
2.2.1. Donor Bitkilerin Yetistirilmesi ve Kapitulum Alimi

Calismada kullanilacak ¢esitlerle 2018 Mayis ayinda on ¢alismalara baglanmis, calismada
karsilasilacak problemler, eksiksikler ve sterilizasyon 6n denemeleri yapildiktan sonra
asil caligmanin ekimi 2019 Mayis ayinda arazi ve sera kosullarinda kademeli olarak
yapilmaya baslanmistir. Ay¢igegi cesitleri 2022 Mayis ayina kadar kademeli ololarak
arazi ve sera kosullarinda ekimi yapilarak biki yetistirilmistir. Bitkiler sezon boyunca
laboratuvarda ¢alismalarina kesiksiz kapitillum saglayacak bir sekilde ekim yapilmistir.
Cikistan itibaren yaklasik iki aylik sonra uygun biiyiiklige gelen kapitulumlar tespit
edilip sabahin erken saatlerinde hasadi yapilip buz dolu bir kabin igine konularak

laboratuvara gotiiriilmiis ve ¢aligmalarda kullanilmistir. Calismada apikal kapitulumlar
kullanilmustir (Sekil 10).

Sekil 10. a, €) 2018 Sera kosullarinda yetistirilen ayg¢igegi bitkileri, b, d) Sera
kosullarinda yetistirilen ay¢iceginin heniiz agmamis apikal kapitulumu
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4

Sekil 11. 2019-2020 sera ve arazi koullarlnda kademeli yetistirilen ay¢icegi bitkileri

1 e
- et 4
V. 1,
3

Sekil 12. 2021 Sera kosullarinda kademeli olarak ekimi yapilan ve yetistirilen
aycicegi bitkileri
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2.2.2. Uygun Dénemdeki Kapitulumlarin ve Anterlerin Belirlenmesi

Referans taramasinda tek ¢ekirdekli mikrosporlarin bulundugu uygun anterleri iceren
tomurcuklarin 3 - 4 cm’lik gapa sahip olan ¢igekler agmadan hemen Onceki
kapitulumlarda daha fazla bulundugu tespit edilmis (Dayan, 2011) ve g¢alismada bu
biiyiikliikteki kapitulumlar kullanilmigtir. Ayrica kullanilan kapitulumlardan elde edilen
anterlerin uygun biiyiikliikteki anterler olup olmadigi 6nce stereo mikroskop altinda
incelenmistir (Sekil 13 a,b). Mikroskop altinda incelenip belirlenen anterlerin heniiz
polen olusum doénemine (Sekil 2.5b) girmemis, tek ¢ekirdekli donemdeki anterler olup
olmadigina karar vermek icin farkli boydaki ve yastaki anterler gruplandirilip % 1’lik

asetokarmin ile boyanmis ve mikroskop altinda incelenmistir (Sekil 14).

A
Sekil 13. a) Uygun anterlerin belirlenmesi, b) Aygicegi anterlerinin goriiniimii ¢) Polen
olusum donemine girmis anter
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Sekil 14. a,b Tiip ¢igcek tomurcuklarinin gruplandirilmasi, c¢) aygigegi kapitulumun
yan kesitinden farkli gelisim evresindeki tiip ¢igeklerinin goriinimii d)
acmamis tiip ¢icek tomurcuklari, stigma ve anterlerin stero mikroskop
altinda goriintiisii

2.2.3. Kapitulumlarin Sterilizasyonu ve Anter izolasyonu

Anter kiiltiirli i¢in yapilan 6n ¢aligmalar ve aragtirmalar sonucunda, mikrosporlarin daha
fazla bulundugu boydaki ve donemdeki kapitulumlar sabahin erken saatlerinde
toplanmistir. Toplanan kapitulumlar laboratuvara getirildikten sonra once kaba bir
temizlik yapilmasi igin normal musluk suyunda sivi deterjan ile yikanmistir. On
yikamadan sonra brakteler bisturi yardimiyla temizlendikten sonra kapitulumlar nce %
70’11k etanolde yaklasik 1 dakika c¢alkalanmis ve hemen ardindan 3 defa steril saf suda
durulanmistir. Daha sonra % 1 — 2 ve 3’liik civa kloriirde yaklasik bir ve iki dakika kadar
calkalanmis ve hemen ardindan yine steril saf suda 3 defa durulanmis ve en son olarak
steril kurutma kagidi lizerinde 2 dakikaya kadar suyunu kaybetmesi i¢in kurumaya

birakilmistir. Bdylece anterlere en az zarar1 veren ve enfeksiyon riskini en diisiik seviyede
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tutacak sterilizasyon yonteminin belirlenmesi ig¢in 6n ¢aligmalar yapilmis, belirlenen en

uygun civa kloriir orani ve siiresi ile ¢alismalara devam edilmistir (Sekil 15).

Sekil 15. Brakte uclar1 kesilmis aycicegi kapitulumlari ve sterilizasyonu

2.2.4. Anter Kiiltiirii Kosullar1 ve On Uygulamalar:

Calismada ana besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) ile ¢esitli 6n
uygulamalarla birlikte bitki biiytime diizenleyicileri kullanilmigtir. Calismada MS besin
ortaminin (Tablo 2) tercih edilmesinin nedeni daha once aygigeginde anter kiiltiirii
caligmalarinda bu besin ortaminda daha basarili sonuglar alinmis olmasidir (Thengane ve
ark., 1994; Saji ve Sujatha, 1998; Vijaya Priya ve ark., 2003). MS besin ortaminin pH’s1
5.7’ye ayarlanmistir. pH ayarlamasi i¢cin 1IN NaOH ve 1N HCI ¢ozeltileri kullanilmastir.
Besin ortaminda kullanilan sukroz miktari, soguk - sicak 6n uygulamalar ve aktif komiir,
PVP, AgNOs gibi ilave uygulamalar protokollere gore modifiye edilmistir. Calismada
kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin hazirlanmasinda kullanilan ¢oziicii ve
sterilizasyonda kimyasalin yapisina zarar vermeyecek sekilde Tablo 1°de belirtildigi

sekilde yapilmigtir.
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Calismada kullanilan farkli BAP, NAA, AgNO3, PVP, Kinetin ve Aktif
komiir uygulamalariyla olusturulan gruplar

Gruplamalar BAP (mg/L) NAA (mg/L)

AgNO3 PVP Kinetin Aktif komiir

(mg/L) (g/L) (mg/L) (9/L)
Uygulama 1 0.5 0.5
Uygulama 2 0.5 0.5 1.0
Uygulama 3 0.5 0.5 1.0
Uygulama 4 1.0 2.0
Uygulama 5 1.0 2.0 1.0
Uygulama 6 1.0 2.0 1.0
Uygulama 7 2.0 0.01
Uygulama 8 2.0 0.01 1.0
Uygulama 9 2.0 0.01 1.0
Uygulama 10 2.2 2.1
Uygulama 11 1.0 2.0 1.0 05
Uygulama 12 0.5 4.0 10.0 2.5

Tablo 2. In vitro rejenerasyon sirasinda kullanilan MS temel besin ortami igerigi

(Murashige ve Skoog, 1962).

Bilesikler Konsantrasyon (mg/l)
KNOs 1900.000
NH4NO3 1650.000
CaC2.H20 440.000
MgS04.7H20 370.000
KH2PO4 170.000
Kl 0.830
HsBOs 6.200
MnS0O4.H20 15.600
NazMo004.2H20 0.250
CuS04.5H20 0.025
ZnS04.7H20 8.600
CoCl2.H20 0.025
FeS04.7H20 27.800
Fe-NaEDTA 37.300
Vitaminler Konsantrasyon (mg/l)
Thiamine HCI 1.00
Nicotinic Acit 0.50
Prydoxine HCI 0.50
Glycine 2.00

Organik maddeler

Konsantrasyon (mg/l)

Myo-inositol

100.00
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2.24.1. Farkh Cesit ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Anter Kiiltiirii

Performansina Etkisi

Bu protokolde toplamda 2 farkli ¢esit donor bitki olarak yetistirilmistir. Uygun biiyiikliige
gelen aycicegi kapitulumlarin hem anterlerin hem de oviiller eksplant kaynagi olarak
kullanilmistir. ki farkli ceside ait eksplantlar embriyonik kallus elde etmek amaciyla
farklt miktarlarda BAP, NAA, AgNO3 ve PVP ile 20 g/L sukroz igeren 8 g/L agar ile
katilastirilmis MS besin ortaminda kiiltiire alindiktan sonra 16/8 saat aydinlik karanlik
fotoperyotta inkiibe edilmistir. Kiiltiir ortamlarindan elde edilen kalluslar 0.5 mg/l BAP
ile 30 g/L sukroz iceren 8 g/L agar ile katilastirilmig MS besin ortaminda alt kiiltiire

alinmustir.

Tablo 3. Calismada kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve kimyasallarin
konsantrasyon ve kombinasyonlar1

Uygulamalar
Cesitler Gruplama Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
BAP (mg/l)  NAA (mg/) INOs (mg/l) PVP (g/)

Uygulama 1 0.50 0.50 - -
Uygulama 2 0.50 0.50 1.00 -
Uygulama 3 0.50 0.50 - 1.00
Uygulama 4 1.00 2.00 - -
Inegol Alasi Uygulama 5 1.00 2.00 1.00 -
Uygulama 6 1.00 2.00 - 1.00
Uygulama 7 2.00 0.01 - -
Uygulama 8 2.00 0.01 1.00 -
Uygulama 9 2.00 0.01 - 1.00
Uygulama 1 0.50 0.50 - -
Uygulama 2 0.50 0.50 1.00 -
Uygulama 3 0.50 0.50 - 1.00
Uygulama 4 1.00 2.00 - -
SH361  Uygulama 5 1.00 2.00 1.00 -
Uygulama 6 1.00 2.00 - 1.00
Uygulama 7 2.00 0.01 - -
Uygulama 8 2.00 0.01 1.00 -

Uygulama 9 2.00 0.01 - 1.00
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2.2.4.2. Farkh Cesit, Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Sicakhk Inkiibasyon Siiresi

Uygulamalarinin Anter Kiiltiirii Performansina Etkisi

Bu protokolde toplamda 2 farkli ¢esit dondr bitki olarak yetistirilmistir. Uygun biiyiikliige
gelen aycicegi kapitulumlarindan izole edilen anterler Tablo 4’te verilen ortamlarda
kiiltire alinmigtir. Daha sonra kiiltiire alinan anterler 2 veya 4 giin 35 °C’de karanlik
ortamda inkiibasyona alinip sicakligin siireye bagli olarak anterlerde haploit bitki elde
etme potansiyeli lizerindeki etkisi incelenmistir. Sicaklik uygulamasindan sonral6/8 h
aydinlik-karanlik periyotta inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiir ortamlarindan elde edilen
kalluslar yaklasik 3 hafta 0.50 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda alt kiiltiire alinmistir.
Calismada tiim ortamlar MS (4.40 g/1), sukroz (20 g/1) ve agar (8.00 g/1) igermektedir

Tablo 4. Calismada kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri ve sicaklik uygulamalari

Uygulamalar
Cesitler Sicakhik Gruplama Bitki Biiyiime Diizenleyicileri AgNO; PVP
BAP (mg/l)  NAA (mg/l) (mg/l) (g/l)

Uygulama 1 0.50 0.50 -
Uygulama 2 0.50 0.50 1.00 -
Uygulama 3 0.50 0.50 - 1.00
Uygulama 4 1.00 2.00 - -
S'calkhk Uygulama 5 1.00 2.00 1.00 -
Uygulama 6 1.00 2.00 - 1.00
Uygulama 7 2.00 0.01 - -
Uygulama 8 2.00 0.01 1.00 -
L Uygulama 9 2.00 0.01 - 1.00
Inegol Alast Uygulama 1 0.50 0.50 - -
Uygulama 2 0.50 0.50 1.00 -
Uygulama 3 0.50 0.50 - 1.00
Uygulama 4 1.00 2.00 - -
Seakbk " Uygulama 5 1.00 2.00 100 -
Uygulama 6 1.00 2.00 - 1.00
Uygulama 7 2.00 0.01 - -
Uygulama 8 2.00 0.01 1.00 -
Uygulama 9 2.00 0.01 - 1.00
Uygulama 1 0.50 0.50 - -
Uygulama 2 0.50 0.50 1.00 -
Uygulama 3 0.50 0.50 - 1.00
Uygulama 4 1.00 2.00 - -
sheer VM Uygulamas 1.00 2,00 100 -
Uygulama 6 1.00 2.00 - 1.00
Uygulama 7 2.00 0.01 - -
Uygulama 8 2.00 0.01 1.00 -

Uygulama 9 2.00 0.01 - 1.00
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Uygulama 1 0.50 0.50 - -
Uygulama 2 0.50 0.50 1.00 -
Uygulama 3 0.50 0.50 - 1.00
Uygulama 4 1.00 2.00 - -
Skl Uygulama 5 1.00 2.00 100 -
Uygulama 6 1.00 2.00 - 1.00
Uygulama 7 2.00 0.01 - -
Uygulama 8 2.00 0.01 1.00 -
Uygulama 9 2.00 0.01 - 1.00

* Sicaklik 1: 35 °C’de 2 giin inkiibasyon, Sicaklik 2: 35 °C’de 4 giin inkiibasyon
2.2.4.3. Farkh Dozlarda 2.4-D iceren Ortamlarda Anter Kiiltiirii

Bu protokolde tek gekirdekli déonemde hasat edilen kapitulumlar strerilizasyona tabi
tutulduktan sonra 4.4 g/l MS, 30.0 g/l sukroz ve 8.00 g/l agar ilaveli BAP ve 2.4-D
kombinasyonlar1 igeren (Tablo 5) ortamlarda 10 giin siireyle 16/8 aydinlik-karanlik
periyotta inkiibasyona alinmigtir. Elde edilen kalluslar 4.4 g/l MS, 30.0 g/l sukroz ve 8.00
o/l agar ilaveli 0.20 mg/l BAP igeren ortamda 16/8 h aydinlik-karanlik periyotta 10 giin
bekletildikten sonra 4.4 g/l MS, 30.0 g/l sukroz ve 8.00 g/l agar ilaveli 0.05 mg/l BAP

iceren ortama aktarilmistir.

Tablo 5. Farkli dozlarda 2.4-D igeren ortam kombinasyonlari

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Cesitler

2.4-D (mg/l) BAP (mg/l)

0.50 0.50

. . 1.00 0.50
Inegol Alasi 150 0.50
2.00 0.50

0.50 0.50

1.00 0.50

SH361 1.50 0.50
2.00 0.50

2.2.4.4. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicileri iceren Ortamlarda Kazeinin Anter
Kiiltiriine Etkisi

Bu protokolde, iki farkli ¢esit kullanilmistir. Donér bitkilerin tek c¢ekirdekli donemde
hasat edilen kapitulumlari, soguk uygulamasi i¢in 24 saat boyunca +4 °C'de karanlik

bekletilmis ve BAP, NAA, 2.4-D ile CH igeren ortamlara (Tablo 6) ekimi yapilmistir.
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Petri kaplar1 karanlikta 48 saat boyunca +35 °C'de sicak uygulamasina tabi tutulduktan
sonra 16/8 periyotta aydinlik-karanlik ortamda +25 °C'de 20 giin boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen kalluslar 0.50 mg/1 Kinetin ve 1.00 g/l PVP iceren ortamlarda
+25 °C'de 10 giin boyunca inkiibasyona alinmistir. Elde edilen siirgiinler 0.20 mg/l BAP
iceren siirgiin bilylitme ortamina aktarilarak +25 °C'de 15 giin boyunca 16/8 periyotta
aydinlik - karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Siirgiinler belirgin hale geldiginde,
4.40 g/l MS, 30.00 g/1 sukroz ve 8.00 g/l agar iceren hormonsuz ortamda +25 °C'de 23
glin boyunca 16/8 periyotta aydinlik-karanlik ortamda inkiibasyona alinmistir. Son
olarak, elde edilen bitkiler 1/2 MS, 0.50 mg/l NAA ve 1/2 MS, 0.50 mg/l IAA iceren
koklendirme ortamina aktarilmstir.

Tablo 6. Farkli biiyiime diizenleyici i¢eren ortamlarda kazeinin kullanimi

Cesitler Bitki Biiyiime Diizenleyiciler Uygulama
? BAP (mg/l) 2-4D (mg/l) NAA(mg/l) CH (mg/l)
0.50 0.50 - -
- 0.50 0.50 - 500
Inegol Alasi 1.00 ) 200 i
1.00 - 2.00 500
0.50 0.50 - -
0.50 0.50 - 500
WS> 1.00 i 2.00 -
1.00 - 2.00 500

*CH: Casein hydrolysate
2.2.4.5. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicileri, Aktif Koémiir ve Farkhh Uygulamalar

Bu protokolde tek ¢ekirdekli donemde hasat edilen kapitulumlar farkli bitki biiytime
diizenleyici igeren ortamlarda (Tablo 7) uygulamalara tabi tutulup anter kiiltiirii

performanslari incelenmistir. Bu amagla;

Uygulama 10°da 1. Asamada 2.00 mg /I NAA, 1.00 mg/l BAP, 4.40 g/l MS, 30.00 g/I
sukroz ve 8.00 g/l agar ilaveli besin ortamina ekimi yapilan anterler 10 giin boyunca
karanlikta tutulduktan sonra 2. Asamada embriyonik kallus ortami olarak 0.50 mg/I
BAP+0.10 mg/l NAA iceren ortamda 10 giin 16/8 periyotta aydinlik - karanlik ortamda
inkiibasyona alinmigtir. Daha sonra 3. asamada kallus+somatik embriyo ortami olarak
0.50 mg/l BAP iceren ortamda 10 glin 16/8 periyotta aydinlik - karanlik ortamda
inkiibasyona alinmistir. Olusan kallus ve somatik embriyolar1 4. asamada siirgiine

yonlendirmek i¢in 0.20 mg/l BAP igeren ortama aktarilmstir.
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Uygulama 11°de 1. asamada 2.00 mg/l NAA, 1.00 mg/l BAP, 4.40 g/l MS, 30 g/l sukroz
ve 8.00 g/l agar ilaveli besin ortamina ekimi yapilan anterler 5 giin boyunca karanlikta
tutulduktan sonra 2. asamada 0.50 mg/l Kinetin, 1.00 g/l PVP ilave edilmis besin
ortaminda alt kiiltiire alinmis ve daha sonra 16/8 periyotta aydinlik - karanlik ortamda

+24 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmustir.

Uygulama 12’de hasat edilen kapitulumlar 6n uygulama olarak 24 saat +4 °C’de karanlik
ortamda tutulduktan sonra strerilizasyona tabi tutulup 4.00 mg/l NAA, 0.50 mg/l BAP,
10.00 mg/l AgNQs, 2.50 g/ aktif komiir ilaveli 4.40 g/l MS, 30.00 g/l sukroz ve 8.00 g/l
agar iceren besin ortamina ekimi yapildiktan sonra anterler karanlikta 48 saat +35 °C’de
sicak uygulamasina tabi tutulmustur. Daha sonra +24 °C’de 16/8 periyotta aydinlik -

karanlik ortamda inkiibasyona birakilmustir.

Tablo 7. Farkl1 bitki biiylime diizenleyicileri, aktif komiir ve uygulamalar

Cegsitler Uygulama 1.Asama 2.Asama 3.Asama 4.Asama
0.5 mg/l
Uygulama 1o~ 20MIANAALLO  pipo 'mgn O2MIN 45 mgn AP
mg/l BAP NAA BAP
Uvaulama 11 2.0 mg/l NAA+ 1.0 0.5 mg/l Kinetin.
inegol Alasi Y9 mg/l BAP 1g/l PVP
4.0 mg/l NAA+0.5
mg/l BAP+10 mg/I
Uygulama 12 A gN0s+2.5 g/l Aktif
komiir
0.5 mg/l
2.0 mg/l NAA+ 1.0 0.5 mg/l
Uygulama 10 mg/l BAP BAP:&'lAmg/I BAP 0.2 mg/l BAP
Uvaulama 11 2.0 mg/I NAA+1.0 0.5 mg/l Kinetin.
SH361 y9 mg/l BAP 1g/l PVP
4.0 mg/l NAA+0.5
Uygulama 12 mg/l BAP+10 mg/I

AgNO;+2.5 g/l Aktif
koémiir

2.2.5. Ploidy Seviyesinin Belirlenmesi

Androgenesis ve ginogenesis gibi tireme teknikleri, bitkilerde farkli ploidy seviyelerine
sahip bitkiler elde etmek i¢in 6nemli araglar sunmaktadir. Bu yontemler, bitkilerin tireme
hiicrelerinin manipiilasyonuyla gerceklestirilir ve bu sekilde yeni bitki genotipleri
tiretilebilir. ploidy seviyesi, bitkilerin kromozom sayisinin belirlenmesinde 6nemli bir rol
oynar ve bitkilerin genetik yapisi, morfolojisi ve adaptasyon kabiliyeti lizerinde etkili

olabilir. ploidy seviyesinin belirlenmesinde her bitki tiirii i¢in yontemin optimize edilmesi
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bazi zorluklar icerse de, kolay kullanimi, hizli sonuglar vermesi ve giivenilirligi

sayesinde, flow sitometrisi en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri haline gelmistir (Ari,
2006).

Ploidy analizi

Bitkilerin ploidy diizeyleri flow sitometri yontemiyle belirlenmis ¢ekirdek DNA

iceriklerinden yararlanilarak belirlenmistir.

Flow Sitometri ile Cekirdek DNA Analizi: Cekirdek DNA analizleri Namik Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Bitki Genetigi ve Sitogenetigi
Laboratuarinda bulunan PARTEC (CyFlow Space) marka Flow sitometri cihazi
kullanilarak yapilmistir. Cekirdek DNA analizleri bitkilerden alinan taze yaprak dokulari
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismadan elde edilen Ornekler kontrol bitkisi ile
birlikte flow sitometri analizleri yapilmak iizere Kayseri’den Tekirdag’a yolda zarar
gormemesi igin, icinde MS doku kiiltiirii ortam1 bulunan kavanozlarda (Sekil 16) alt
kiiltiir yapildiktan sonra kargo ile iletilmistir. Analizlerde internal standart olarak inegdl
Alasi gesidi kullanilmigtir. Analizlerde PARTEC firmasinin Dapi hazir kitleri (CyStain
UV Precise P) kullanilmig ve {iretici firmanin protokolii takip edilmistir. Calismada

kullanilan protocol asagida sunulmustur:

1) Yaklasik olarak 0.5 cm? biiyiikliigiinde taze yaprak dokusu (6rnek ve standart
bitkinin her ikisinden) petri kabina konulmus ve iizerine 500 pl Exraction Buffer
ilave edilmistir.

2) Yaprak dokular keskin jilet ile 30-60 saniye siiresince kii¢ciik parcalara ayrilana
kadar parcalandiktan sonra hazirlanmis 6rnek petri kabi igerisinde hafifce 10-15
saniye calkalanmustir.

3) Calkalama isleminden sonra yaklasik 40 saniye petri kabinda bekletilen 6rnek
Partec marka 50 pl CellTrics filtre ile siiziilerek cihaza 6zel cam tilip igerisine
transfer edilmistir.

4) Tiip igerisine 2ml staining soliisyon (Dapi) ilave edilerek hazirligi tamamlanmis
olan 6rnek 1s1ks1z bir ortamda 30-60 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda

ornekler flow sitometri cihazi kullanilarak analiz edilmistir.



41

Cekirdek DNA lceriginin Hesaplanmasi: Bir bitkinin ¢ekirdek DNA igerigi
belirlenmek istendiginde, bitkinin DNA igerigi, DNA igerigi bilinen bir standart bitki ile
kiyaslanir. Bu durum da yukarida da belirtildigi iizere standart bitkinin dokular1 da analiz
edilecek ornege ait dokularla birlikte ayn1 anda hazirlanir. Bir 6rnegin mutlak ¢ekirdek
DNA igerigi, ornek ile segilen standardin G1 piklerinin florasan yogunluklaria ait

degerler kullanilarak asagidaki formiil araciligiyla pikogram olarak hesaplanir.

Cekirdek DNA igerigi: (6rnegin florasan yogunlugu (G1 pikinin degeri)) (standardin
florasan yogunlugu (G1 pikinin degeri)) X standardin pikogram olarak bilinen DNA

igerigi

Sekil 16. Kavonoz i¢inde flow sitometri analizleri yapilmak iizere gonderilen bitkiler

Sonugclarin istatistiksel Degerlendirilmesi
Verilerin Degerlendirilmesi;

Farkli cesit ve bitki bliyiime diizenleyicilerin anter kiiltiirli performansina etkisi tesadiif
parsellerinde 2 x 4 (2 ¢esit x 4 uygulama) faktoriyel deneme desenine gore, farkl gesit,
bitki bilylime diizenleyicileri ve sicaklik inkiibasyon siiresi uygulamalarinin anter kiiltiirii
performansina etkisi tesadiif parsellerinde 2 x 2 x 4 (2 gesit x 2 sicaklik x 4 uygulama)
faktoriyel deneme desenine gore, farkli dozlarda 2.4-D igeren ortamlarda anter kiiltiirii
performansina etkisi tesadiif parsellerinde 2 x 2 (2 ¢esit x 2 uygulama) faktoriyel deneme
desenine gore, farkli biiylime diizenleyici igeren ortamlarda kazeinin anter kiiltiirii
performansina etkisi tesadiif parsellerinde 2 x 4 (2 ¢esit x 4 uygulama) faktoriyel deneme
desenine gore, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri, aktif komiir ve uygulamalarin anter
kiiltiiri performansina etkisi tesadiif parsellerinde 2 x 3 (2 gesit x 3 uygulama) faktoriyel
deneme desenine gore yliriitiilmiis, elde edilen veriler ’JMP 13.2.0°” programu ile varyans
analizine tabi tutulmustur. Normal dagilim gostermeyen % degerlere Arcsin
transformasyonu uygulanmis ve muamele ortalamalar1 Tukey Coklu Karsilastirma Testi

ile karsilastirilmistir (Snedecor ve Cochran, 1967).



3. BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Uygun Yastaki Kapitulumlarin ve Anterlerin Belirlenmesi

Calismada kullanilan kapitulumlardan elde edilen anterlerin uygun donemdeki anterler
olup olmadig 6nce stereo mikroskop altinda incelenmistir. Mikroskop altinda incelenip
belirlenen anterlerin heniliz polen olusum donemine girmemis, tek c¢ekirdekli
mikrosporlar1 igceren anterler olup olmadigina karar vermek i¢in farkli boydaki
kapitulumlardan elde edilen anterler % 1°lik asetokarmin boya ile boyanmistir. Yapilan
inceleme sonucunda ekimi yapilan ayg¢iceklerinden ekimden yaklasik olarak 63 giin sonra
uygun biiyiikliikte kapitulumlar elde edilmis ve hasadi yapilan kapitulumlarin ig¢
merkezden dis ¢ergevesine dogru gidildikce tek cekirdekli donemin gectigi ve haploid
bitki elde etmek i¢in en ideal anterlerin kapitulumun merkezine dogru olan anterlerden

elde edildigi saptanmistir. Bu dénemde alinan anterlerdeki mikrosporlarin asetokarmin

boyanmasi ve mikroskop altinda incelenmesi ile tek ¢ekirdekli donemleri belirlenmistir

(Sekil 17).

v
Wl
b

Sekil 17. a) Aygi(;gi kapitulumun yan kesitinden tiip ¢igeklerinin gdriiniimii ve uygun
anterlerin bulundugu bolge b) asetokarmin boya ile boyanip tek cekirdekli
dénemin mikroskop (Zeiss Primostar) altinda incelenmesi
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Haploid bitki elde etmek igin anterlerin kullanildigi ¢alismalarda mikrospor hiicresinin
gelisme dOneminin Onemini vurgulayan arastirmacilar, uygun gelisme donemi
belirlenmeden kullanilan anterlerde basari saglanamayacagi belirtilmistir (Kim ve ark.,

2004; Nowaczyk ve Kisiata, 2006; Parra-Vega ve ark., 2013; Barroso ve ark., 2015).
3.2. Kapitulumlarin Sterilizasyonu ve Anter izolasyonu

Uygun biiyiikliik ve yastaki kapitulumlarin belirlenmesi agamasindan sonra anterlere en
az zarar verecek ve enfeksiyon riskini en aza indirecek uygun sterilizsayon yonteminin
belirlenmesi i¢gin 6n ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan 6n ¢aligmalar neticesinde % 1-2’liik
ctiva  kloriirde  sterilizasyonu yapilan kapitulumlarda doku  zararlanmalarina
rastlanmazken, civa kloriir yiizdesi ve uygulama siiresi artikca doku zararlanmalarina
bagli anterlerde renk kararmalar1 goriilmeye baglanmistir. Ayrica ekimi yapilan anterlerde
inkiibasyonda gecen siirenin artmasiyla birlikte kararmalar ve doku oOliimleri ile
anterlerlerin tamamen zarar gordiigii belirlenmistir. Fakat % 1 ile 2 arasindaki civa
kloriirde yaklasik bir dakika calkalanan kapitulumlarda herhangi bir doku oliimleri
goriilmedigi, enfeksiyona rastlanmadigi tespit edilmis ve bundan sonra yapilan biitiin
calismalarda risk almamak adina % 1.50°liik civa kloriirde bir dakika sterilizasyon

yapilmistir. Bunun sonucunda anterlerde zararlanmalarin ve besin ortamlarinda

enfeksiyon oraninin ¢ok diisiik seviyede kaldig1 belirlenmistir.

Sekil 18. Aycigegi anterlerinin sirasiyla a) % 1 civa kloriir b) % 2 civa klortir ¢) % 3 civa
kloriir ile sterilizasyon sonras1 meydana gelen doku kararmasi
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3.3. Anter Kiiltiir Kosullar1 ve On Uygulamalarin Bulgular

3.3.1. Farkh Cesit ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Anter Kiiltiirii Performansina
Etkisi

Iki farkl1 gesitin donér bitki olarak kullanildi1 ¢alismada, anter kiiltiirii ortami olarak
sukroz (20.00 g/l) ve agar (8.00 g/1) iceren MS (4.40 g/1), besin ortam1 kullanilmustir.
Yapilan uygulamada, farkli BAP ve NAA kombinasyonlarinin tek basina ve AgNOs ile
PVP'nin varliginda embriyonik kallus ve bitki olusumu tizerindeki etkileri tespit edilmeye
calisilmigtir. Deneme sonucunda kallus olusturan anter sayisi ve kallus olugturan anter

oranlar1 incelenmistir.

Deneme sonucunda 0.50 mg/l BAP ve 0.50 mg/l NAA iceren besin ortamlarinin n
anterlerde yiiksek oranda kallus olusumuna neden oldugunu ve AgNOsz ve PVP'nin
kullanimiyla bu oranin daha da arttigin1 gdstermistir. Ozellikle, PVP igeren ortamlarda
gelisen kalluslar hacimsel olarak daha biiyiik ve canli bir gériiniime sahip olmustur (Sekil
20). Ote yandan, 2.00 mg/l BAP ve 0.01 mg/l NAA igeren besin ortamlarinin hem tek
basina kullaniminda hem de AgNOs ve PVP ile birlikte kullaniminda kallus olusumu
gozlenmemistir (Sekil 21b). Ayrica 1.00 mg/l BAP ve 2.00 mg/l NAA iceren besin
ortamlarinda, NAA miktarinin artmasiyla anterlerde kilcal kok olusumlar1 gézlenmistir
(Sekil 19). Oviil kiiltiiriinde ise kallus gelisimi gézlemlenmemis ve daha sonra yapilan

kiltlir calismalarinda sadece anter kiiltliriiyle devam edilmistir (Sekil 21a).

1,0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA 1,0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA

1,0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA+1,0 mg/l AgNO3 1,0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA+1,0 g /l PVP

Sekil 19.  Aygigegi anterlerinde 1,0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l NAA’1n tek basina ve 1,0
mg/l AgNOs ile 1,0 g/l PVP igeren besin ortamlarinda gelisen kok
olusumlarindan goriintiiler
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0.5mg/l BAP+0.5mg/l NAA+1,0 mg/l AgNO3 0.5mg/l BAP+0.5mg/I NAA+1,0 g/l PVP

0.5mg/l BAP+0.5mg/l NAA

Sekil 20.  Aygcigegi anterlerinde 0.5mg/l BAP+0.5mg/l NAA’in 1,0 mg/l AgNOs ve 1,0
g/l PVP igeren besin ortamlarinda gelisen kalluslardan goriintiiler



Sekil 21 a) Ovaryumlardan izole edilerek embriyo tesvik ortamlarina ekimi yapilan
oviiller b) Anterlerden izole edilerek embriyo tesvik ortamlarina ekimi
yapilan anterler

Iki farkli ¢esidin MS besin ortaminda farkli kosullar altinda kallus olusum tepkilerinin
karsilastirildig1 calismada, Inegdl Alasi ve SH361’in farkli konsantrasyonlardaki bitki
biiyiime diizenleyicileri (BAP ve NAA) ile AgNOs ve PVP gibi kimyasal bilesiklerin

etkisi altinda degerlendirilmistir.

Tablo 8.  Farkli bitki biiyiime diizenleyicisi ve kimyasal uygulamalarinin cerezlik
aycicegi cesidlerinde kallus olusturan anter yiizdesine ait varyans analiz

tablosu
Varyasyon Kareler Kareler
S.D. F degeri
Kaynaklar Toplam Ortalamasi
Cesit () 1 0.27 0.270 0.0199
Uygulama (U) 8 105569.40 13196.175  988.8102**
CxU 8 287.02 34.752 2.6884*
Hata 72 960.88 13.345
Genel 89 106817.60

*#:0.01; *:0.05 diizeyinde onemli

Iki farkli aycicegi cesitinde farkli BAP ve NAA konsantrasyonlar1 ile AgNOs ve PVP
kombinasyonlarinin kallus olusturan anter yiizdesine etkisinin varyans analizi sonuglari

(transforme degerler) Tablo 8’de verilmistir.
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Varyans analizi tablosu incelendiginde cesitler arasinda farkin 6nemsiz oldugu,
uygulamalar arasindaki farkin % 1 diizeyinde, Cesid (C) x Uygulama (U)

interaksiyonunun ise % 5 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur.

Tablo 9.  Farkli bitki biiyiime diizenleyicisi ve kimyasal uygulamalarinin gerezlik
aycicegi cesitlerinde kallus olusturan anter yiizdesine etkileri ve olusan

gruplar

Uygulama Inegol Alasi SH361 Ortalamalar
Uygulama 1 71.59 cde 68.57 de 70.08 b
Uygulama 2 76.08 bcd 85.88 a 80.98 a
Uygulama 3 80.74 ab 79.62 abc 80.18 a
Uygulama 4 66.71 e 65.81e 66.26 b
Uygulama 5 66.96 e 65.63 e 66.30 b
Uygulama 6 68.37 de 65.92 e 67.14 b
Uygulama 7 0.00 f 0.00 f 0.00c
Uygulama 8 0.00 f 0.00 f 0.00c
Uygulama 9 0.00f 0.00 f 0.00c
Ortalama 47.83 47.94

*: Ayni siitunda farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p <0.05 diizeyinde dnemlidir.

Tablo 9'da elde edilen verilere gore, kallus olusturma yetenegi degerlendirildiginde, en
yiiksek kallus olusturma oran1 % 85.88 olarak SH361 ile Uygulama 2’den elde edilirken
SH361 x U3 ve Inegdl Alas1 x U3 interaksiyonlarindan elde edilen degerler istatistiksel
olarak ayn1 grupta yer almislardir. En diisiik degerler ise her iki ¢esitte de Uygulama 7, 8

ve 9 ile interaksiyonlarindan elde edilmistir.

Uygulamalarin genel ortalamasi incelendiginde, en yiiksek kallus olusturma orani
sirastyla % 80.98 ve % 80.18 degerlerine sahip olan Uygulama 2 ve Uygulama 3’den elde
edilmistir. En diistik degerler ise Uygulama 7, 8 ve 9’dan elde edilmis olup, olusan fark

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Tablo 9).

Cesitlerin genel ortalamasi incelendiginde Inegol Alasi en yiiksek ortalamas1 % 47.83 ve
SH361 en yiiksek ortalamasi % 47.94 olarak belirlenmis olup ortaya ¢ikan fark

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 9).

Iki farkli ¢esidin anter eksplantlar1 kullanmilarak yapilan ¢alismada, inegdl Alasi igin en
iyl kallus olusumu 0.50 mg/l BAP + 0.50 mg/l NAA bitki biiylime diizenleyicisi
konsantrasyonuna 1.00 g/l PVP eklendigi uygulamada elde edilirken, SH361 ¢esidi i¢in
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ise en iyi kallus olusumu biiytime diizenleyicisi konsantrasyonuna 1.00 mg/l AgNOs’in

eklendigi uygulamadan elde edilmistir.

Bu bulgular, bitki hiicre kiiltiirii ve doku kiiltiirii alanindaki arastirmalar agisindan
onemlidir. AgNOs ve PVP gibi kimyasal bilesiklerin, kallus olusumu gibi 6nemli hiicresel
stirecler iizerindeki etkilerini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde Thengane ve ark. (1994)
tarafindan yapilan bir arastirmada, aygigceginde anter kiiltlirii kullanilarak dort farkl
aycicegi genotipinden bitki rejenerasyonu olusturma potansiyeli incelenmis ve embriyo
¢imlenmesini tesvik etmek i¢in giimiis nitrat (2.50 mg/1) kullanilmis ve bunun sonucunda
bitkiler elde edilebilmis. Diger bir benzer ¢aligsma olarak Mandal ve ark. (2001) tarafindan
yapilan arastirmada, giimiis nitratin farkli Kimyasallar ILE denendigi ve bunun sonucunda
giimiis nitratin, embriyogenik frekansi artirdigi ve uygulamaya tepki veren eksplantlarda,

eksplant bagina embriyo sayisini onemli oranda arttirdigi bildirilmistir.

3.3.2. Farkh Cesi, Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Sicakhk Inkiibasyon Siiresi

Uygulamalarimmin Anter Kiiltiirii Performansina EtKkisi

Iki farkli ¢esidin dondr bitki olarak kullanildig: bu ¢alismada anterler, uygun olgunluga
ulastiktan sonra sterilizasyon islemine tabi tutulmus ve ardindan igerisinde BAP ve NAA
kombinasyonlar1 ile birlikte AgNOs ve PVP igeren anter gelistirme ortamlarma
aktarilmistir. Anterler, iki ve dort giin boyunca karanlik ortamda 35°C sicaklikta
inkiibasyona alinarak, sicaklik siiresinin haploit bitki elde etme potansiyeli tizerindeki
etkisi incelenmistir. Belirli siirelerde karanlik ortamda sicakliga maruz birakilan anterler,
daha sonra +25°C sicaklikta 16/8 aydinlik-Karanlik periyotta inkiibasyona alinmustir.
Yaklasik {i¢ hafta sonra anterlerin gelisimi goézlemlenmis ve elde edilen sonuglar veri
olarak kaydedilmistir. Ardindan elde edilen kalluslar, 0.5 mg/l BAP igeren MS besin
ortaminda alt kiiltiire alinmistir. Farkli biiylime diizenleyiciler, PVP veya AgNOs iceren
ortamlarda anterlerin yiiksek sicaklikta inkiibasyon siirelerinin haploit bitki elde etme

potansiyeli lizerine etkisi incelenmistir.
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Sekil 22.  Aygicegi anterlerinde sicaklik uygulamasi sonrasinda gelisen kalluslardan
goriintiiler

Iki farkli cerezlik aygicegi cesitinin MS besin ortaminda iki farkli sicaklik, farkli BAP,

NAA ile AgNOs ve PVP konsantrasyonunun ve kombinasyonlarinin kallus olusturan

anter yiizdesine etkisinin varyans analizi sonuglari Tablo 10’da verilmistir.

Varyans analiz tablosu incelendiginde kallus olusturan anter yiizdesi tizerine Sicaklik (S),
Uygulama (U) ve Sicaklik (S) x Uygulama (U) interaksiyonunun etkisi % 1 diizeyinde
onemli bulunmustur. Diger varyasyon kaynaklarin etkisi ise istatistiksel olarak dnemsiz

bulunmustur.
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Tablo 10.  Farkli ¢esit, bitki biiylime diizenleyicileri ve sicaklik inkiibasyon siiresinin
kallus olusturan anter ylizdesine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler
Kaynaklan derecesi Toplami Ortalamasi F degerl
Cesit (C) 1 25.75 25.750 3.2919
Sicaklik (S) 1 266.74 266.740 34.1015**
Uygulama (U) 8 194223.80 24277.975 3103.809**
CxS 1 19.56 19.560 2.501
CxU 8 36.80 4.600 0.588
SxU 8 689.00 86.125 11.0105**
CxSxU 8 13.94 1.7425 0.2228
Hata 144 25.75 0.1788
Genel 179 266.74

*#:0.01 diizeyinde 6nemli

Farkli cesit, bitki biiyiime diizenleyicileri ve sicaklik inkiibasyon siiresinin kallus

olusturan anter yiizdesine etkileri ve olusan gruplar Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11’in incelenmesinden de goriilecegi gibi ¢esitler arasinda sicaklik ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinin etkisi iizerinde farkliliklarin 6nemli oldugu goriilmektedir.
Uygulamalarin genel ortalamasi degerlendirildiginde, en yiiksek kallus olusturan anter
yiizdesi degeri 74.16 Uygulama 2’den elde edilirken, % 72.35 degeri ile Uygulama 3
istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir. En diigiik degerler ise Uygulama 7 - 8 ve 9°dan

elde edilmis olup, olusan fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Sicaklik x Uygulama interaksiyon degerleri incelendiginde, en yiiksek deger % 77.30 ile
% 75.24 olarak sirastyla Uygulama 2 (0.5 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA+1.0 mg/L AgNQO3)
ve Uygulama 3’den (0.5 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA+1.0 g/L PVP) elde edilmis olup
istatistiki olarak en yiiksek grupta yer almislardir. En diisiik degerler ise Uygulama 7, 8

ve 9°dan elde edilmis olup olusan fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Tablo 11).

Cesitlerin genel ortalamasi incelendiginde Inegdl Alasi ortalamas1 % 47.48 ile 44.39
arasinda, SH361 genel ortalamasi incelendiginde % 47.58 ile 45.80 arsinda degisiklik

gosteriyor olup ortaya ¢ikan fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 11).



51

Tablo 11.  Farkli ¢esit, bitki biiylime diizenleyicileri ve sicaklik inkiibasyon siiresinin
kallus olusturan anter yiizdesine etkileri ve olusan gruplar

S SxU
1 1 Al H361
Uygulama —s0 = SHS6 Genel Ortalama
S1 S2 S1 S2 S1 S2
Uygulama1l 6562 7234  66.28 7191 65.95ef 72.13bc 69.04 b
Uygulama2 6974 77.44 7233  77.15 71.03bcd 77.30a 74.16 a

Uygulama3 7444 6920 7604 69.71 7524ab 6946 c-f 72.352
Uygulama4 60.33 6756 6218  67.6 6126Qg 67.58def  64.42c
Uygulama5 6325 6964 6770 7114 6547fg 70.39cde  67.93b
Uygulama6 6613 7116 6771 7071 66.92def 7094bcd  68.93b

Uygulama7 000 000 000 000 000h  000h 0.00d
Uygulamag 000 000 000 000 000h  000h 0.00 d
Uygulamag 000 000 000 000 000h  000h 0.00 d

4439 47.48 45.80 47.58
Ortalama

*: Ayni siitunda farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p <0.05 diizeyinde 6dnemlidir.
* S1(Sicaklik 1): 35 °C’de 2 giin, S2 (Sicaklik 2): 35 °C’de 4 giin inkiibasyon

Benzer sekilde Hamaoka ve ark. (1991) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada da
yiiksek sicakligin (35°C) polen kaynakli embriyoid verimini artirdig1 bildirilmistir. i1k 24
saatte uygulanan yiiksek sicaklik normal polen gelisimini engellemis ve simetrik
boliinmeyi tesvik etmistir. Kiiltlire alinan anterlerde yiiksek sicaklik uygulanmadan polen
gelisimi normal sekilde gergeklesirken, yiliksek sicakligin normal polen gelisimini
engelledigi ve sporofitik gelisimi tesvik ettigi ortaya c¢ikmis ve bunun embriyonik
kalluslarin elde edilmesi lizerinde pozitif bir etki yaptig1 ortaya konmustur. Ayni sekilde
Engin Ozii (2006) tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada, 30 °C'de kiiltiir edilen
anterler, 25 °C'de kiiltiir edilen anterlere gore daha yiiksek anter reaksiyon oram
ortalamast verdigi bildirilmistir. Daha Once farkli arastiricilar tarafindan yapilan
calismalarda, farkli siirelerde uygulanan yiiksek sicaklik sokunun anter ¢aligmalarinda
olumlu etki yaptig1 bildirilmistir (Atasoy, 2020; Engin Ozii 2006; Hamaoka ve ark., 1991;
Karakullukgu ve Abak, 1993).

Bu ¢alismanin sonuglari, bitki hiicre kiiltiirii ve doku kiiltiirii alaninda 6nemli bir bilgi
saglamaktadir. AgNOs gibi bilesiklerin kallus olusumunu tesvik ettigi bilinmektedir. Bu
nedenle, AgNOs eklenmesiyle kallus olusumu yiikseldigi soylenebilir (Thengane ve ark.,
1994; Mandal ve ark., 2001).
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3.3.3. Farkh Dozlarda 2.4-D iceren Ortamlarda Anter Kiiltiirii

Bu galisma, iki farkli ¢esidin MS besin ortaminda kallus olusumu tizerindeki tepkilerini
degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmistir. Arastirmada, bitki biiyiime diizenleyicileri

olarak 2.4-D ve BAP'nin farkli konsantrasyonlarinin kombinasyonlari kullanilmstir.

Tablo 12 incelendiginde, iki farkli ¢esidin MS besin ortaminda farkli kosullar altinda
kallus olusum tepkilerinin karsilastirildig1 ¢alismada, bitki biiyiime diizenleyicileri olarak
farkli konsantrasyonlarda 2.4-D ve BAP kullanilmistir. Varyans analiz tablosu
incelendiginde kallus olusturan anter yiizdesi tizerine, her iKi ¢esit i¢in de kallus olusumu,
bitki biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyonuna bagli olarak farkli oranlarda
gerceklesmistir.  Yapilan c¢aligmada uygulamalarin kallus olusumu flizerinde % 1

diizeyinde 6nemli bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Tablo 13’te Uygulamalarin genel ortalamasi incelendiginde, en yiiksek kallus olusturan
anter yiizdesi degeri % 87.65 ile 1.5 mg/L 2.4-D ve 0.5 mg/L BAP iceren uygulamadan
elde edilirken, en diisiik kallus olusturan anter ylizdesi degeri % 0 ile 3.0 mg/l 2.4-D ve
0.5 mg/L BAP iceren besin ortamlar1 ile 4.0 mg/L 2.4-D ve 0.5 mg/LL BAP igeren
uygulamalara ait besin ortamlarinda tespit edilmis olup olusan fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Elde edilen bulgular haploid bitki elde etme iizerine yapilan birgok
farkli ¢alismayla da benzer sonuglar vermistir (Thengane, 1994; Rodriguez Guzman,
2020; Khandakar ve ark., 2014).

Cesitlerin genel ortalamasi incelendiginde Inegdl Alasi en yiiksek ortalamasi % 56.34 ve
SH361 en yiiksek ortalamast % 56.18 olarak belirlenmis olup ortaya ¢ikan fark

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 13).

Tablo 12. Farkli dozlarda 2.4-D igeren ortamlarda anter kiiltiiriiniin kallus olusturan
anter ylizdesine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

Kaynaklari derecesi Toplam Ortalamasi F degeri
Cesit (C) 1 0.387 0.3870 0.0202
Uygulama (U) 5 95156.680  19031.3360 992.1504**
CxU 5 8.842 1.7684 0.0922
Hata 48 920.732 19.1819
Genel 59 96086.640

*%:0.01 diizeyinde 6nemli
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Tablo 13. Farkli dozlarda 2.4-D igeren ortamlarda anter kiiltiiriiniin kallus olusturan
anter ylizdesine etkileri ve olusan gruplar

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

2.4-D (mg/L) BAP (mg/L) Inegol Alasi  SH361 Ort(;;nne;g

0.5 0.5 80.54  81.69 81.12Db
1.0 0.5 84.67  84.18 84.42 ab
15 0.5 88.37  86.93 87.65a
2.0 0.5 8443  84.26 84.35ab
3.0 0.5 0.00 0.00 0.00c
4.0 0.5 0.00 0.00 0.00c
Ortalama 56.34  56.18

*: Aymi siitunda farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark p <0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Sekil 23. 2.4-D igeren ortamlarda anterleden gelisen kalluslar

3.3.4. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicileri iceren Ortamlarda Kazeinin Anter

Kiiltiiriine Etkisi

Bu ¢alismada, iki farkli ¢esit lizerinde anter kiiltiirli ve bitki rejenerasyonu igin farkli bitki

biiylime diizenleyicisi kombinasyonlari, kazein hidrolizatinin ve farkli 6n uygulamalarin
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etkisi incelenmistir. Elde edilen veriler, farkli ¢esitlerin ve uygulanan faktorlerin kallus

olusumu, bitki rejenerasyonu ve siirgiin verimine olan etkilerini gostermektedir.

Donor bitkilerin uygun donemde hasat edilen kapitulumlari, soguk uygulamasi i¢in 24
saat boyunca +4 °C'de karanlik ortamda tutulmustur. Ardindan, BAP, NAA, 2.4-D ve CH
(Kazein) iceren ortamlarda ekimi gerceklestirilmis (Sekil 24) ve karanlikta 48 saat
boyunca +35 °C'de sicak uygulamasina tabi tutulmustur. Daha sonra, 16/8 periyotta
aydinlik-karanlik ortamda +25 °C'de 20 giin boyunca inkiibasyona alinmistir. Elde edilen
kalluslar ve embriyonik kalluslar, 0.5 mg/l Kinetin ve 1.00 g/l PVP i¢eren ortamlarda +25
°C'de 10 giin boyunca inkiibasyona alinmistir (Sekil 25-26-27-28). Ardindan, elde edilen
bitkiler 0.20 mg/l BAP igeren siirgiin bilyilitme ortaminda +25 °C'de 15 giin boyunca 16/8
periyotta aydinlik-karanlik ortamda inkiibasyona alinmustir (Sekil 29). Bitkilerin
gelisimlerini siirdlirebilmeleri i¢in ayni ortama alt kiiltiire alinmislardir (Sekil 3.13).
Siirgilinler belirgin hale geldiginde, 4.40 g/l MS, 30.00 g/l sukroz ve 8.00 g/l agar iceren
hormonsuz ortamda +25 °C'de 23 giin boyunca 16/8 periyotta aydinlik-karanlik ortamda
inkiibasyona alinmustir. Son olarak, elde edilen bitkiler /> MS, 0.50 mg/I NAA ve /> MS,
0.50 mg/l TAA igeren koklendirme ortaminda koklendirilmeleri saglanmustir (Sekil 33).

Iki farkli aygicegi cesidinde farkli BAP konsantrasyonlar: ile 2.4-D, NAA ve CH
kombinasyonlarinin kallus olusturan anter yiizdesine etkisinin varyans analizi sonuglari
Tablo 14’te verilmistir. Varyans analizi tablosunda incelendiginde kallus olusturan anter

ylizdesi ilizerine varyasyon kaynaklarinin etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.

Tablo 14. Farkli biiyime diizenleyicileri igeren ortamlarda kazeinin kallus olusturan
anter yiizdesine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F dederi
Kaynaklari derecesi Toplami Ortalamasi g
it 4.38903
Gesit (€) 1 4.38903 0.1054
Uygulama (U) 3 128.55660 42.8522 1.0288
CxU 3 25.17011 8.3900 0.2014
Hata 136 5664.72600 ~ 41.6523
Genel 143 5822.84200

*%:0.01 diizeyinde 6nemli



55

Tablo 15. Farkli biiyiime diizenleyicisi igeren ortamlarda kazeinin kallus olusturan anter
yiizdesine etkileri ve olugan gruplar

Bitki Biiyiime Diizenleyiciler

BAP (mg/L)  2-4D (mg/L) NAA CH  inegdl SH361 Ort
(mg/L) (mg/L) Alasi

0.5 0.5 86.81 86.22  86.52

0.5 0.5 500 87.21 85.74  86.48

1.0 2.0 88.21 89.07 88.64

1.0 2.0 500 86.48 86.28  86.38
Ortalama 87.18 86.83

CH: Casein hydrolysate

Tablo 15’te Uygulamalarin genel ortalamasi incelendiginde, en yiiksek kallus olusturan
anter yiizdesi degeri % 88.64 ile | mg/L BAP ve 2.0 mg/L NAA iceren besin ortamlarinda
belirlenirken, en disiik kallus olusturan anter yiizdesi degeri % 86.38 ile 0.5 mg/L BAP,
2.0 mg/L NAA ve 500 mg/L CH igeren besin ortamlarinda tespit edilmis olup ortaya

¢ikan fark istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur.

Cesitlerin genel ortalamasi incelendiginde inegdl Alasi en yiiksek ortalamast % 88.21 ve
SH361 ¢esidinin en yiiksek ortalamas1 % 89.07 olarak belirlenmis olup ortaya ¢ikan fark

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 15).

Inegol Alasi’nda MS besin ortamina 0.50 mg/l BAP + 0.50 mg/l 2.4-D uygulamasiyla
yapilan ¢aligma sonucunda kalluslardan bitki elde edilmis olup, siirgiin olusturan eksplant
adeti olarak 3 bitki rejenere olmus ve siirgiin olusturan eksplant oran1 % 0.67 olarak
bulunmustur. Bazi rejenere olan bitkilerde birden fazla siirgiin meydana gelmis olup,
ortalama siirgiin veren eksplant basina siirglin sayist 2 adet olarak bulunmustur. Ayni
besin ortamina kazein hidrolizati (CH) eklenmesiyle yapilan uygulamalar sonucunda
kalluslardan rejenere bitki elde edilmis olup, siirgiin olusturan eksplant adeti olarak 2 bitki

rejenere olmus ve siirgiin olusturan eksplant orani1 % 0.52 olarak bulunmustur.

SH361°de MS besin ortaminda 0.50 mg/l BAP + 0.50 mg/1 2.4-D uygulamasiyla yapilan
calisma sonucunda kalluslardan bitki elde edilmis olup, siirgiin olusturan eksplant adeti
olarak 2 bitki rejenere olmus ve siirgiin olusturan eksplant oran1 % 0.36 olarak

bulunmustur. Ayni besin ortamima kazein hidrolizati (CH) eklenmesiyle yapilan
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uygulamalar sonucunda kalluslardan rejenere bitki elde edilmis olup, siirgiin olusturan
eksplant adeti olarak 3 bitki rejenere olmus ve siirgiin olusturan eksplant oran1 % 0.67
olarak bulunmustur. Bazi rejenere olan bitkilerde birden fazla siirgiin meydana gelmis

olup, ortalama siirglin veren eksplant basina siirgiin sayisi 2 adet olarak bulunmustur.

Haploid bitki elde etme iizerine yapilan bir¢ok farkli ¢alismadan elde edilen bilgiler
dogrultusunda, soguk ve sicak 6n uygulamalarinin dogru bitki biiylime diizenleyicisi
kombinasyonlar1 ile kullanilmasi sonucunda pozitif sonuglar alindigi bildirilmistir.
Soguk ve sicak uygulamalarinin anter ve dolayisiyla da polenlerin yaslanmasini
Onleyerek embriyonik kalluslarin olusmasina katki sagladigi bildirilmis olup, yapilan bazi
calismalarda suguk 6n uygulamasinin pozitif etki gosterdigi bildirilirken (Badigannavar
ve Kuruvinafhetti, 1996; Duran, 2007; Baba, 1992), bazi ¢alismalarda ise farkli siirelerde
uygulanan ytiksek sicaklik sokunun anter ¢aligmalarinda olumlu etki yaptigi bildirilmistir
(Atasoy, 2020; Engin Ozii 2006; Hamaoka ve ark., 1991; Karakulluk¢u ve Abak, 1993).
Yaptigimiz bu ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis olup, uygulanan bitki biiyiime

diizenleyicisi kombinasyonlar1 ve kimyasallarin etkisi ile soguk ve sicak On

uygulamalarinin birlikte kullaniminin olumlu bir etki olusturdugu belirlenmistir.

Sekil 24. Kiiltiir ortamlarina ekimi yapilan anterler
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Sekil 25.  Denemede 1,0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA+500 mg/l CH igeren ortamlardan
0.5 mg/l KINETIN +1,0 g/l PVP iceren MS ortamlarina aktarim sonrasi
gelisim a) kallus olusumu b) kilcal kok olusumlart ve ¢) embriyonik kalluslar
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Sekil 26.  Denemede 1,0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA iceren ortamlardan 0.5 mg/I
KINETIN +1,0 g/l PVP igeren MS ortamina aktarim sonrasi gelisim a) kallus
olusumu ve b) kilcal kok olusumlari
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Sekil 27.  Denemede 0.5 mg/l BAP+0.5 mg/l 2.4-D+500 mg/l CH igeren ortamlardan
0.5 mg/l KINETIN +1,0 g/l PVP igeren MS ortamina aktarim sonrasi geligim
a) kallus olusumu ve b) somatik embriyo olusumlari
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Sekil 28.  Denemede 0.5 mg/l BAP+0.5 mg/l 2.4-D igeren ortamlardan 0.5 mg/I
KINETIN +1,0 g/l PVP iceren MS ortamina aktarim sonrasi gelisim a) kallus
olusumu ve b) somatik embriyo olusumlari



61

Sekil 29.  Olusan somatik embriyo ve bitkiciklerin 0.2 mg/l BAP igeren MS ortamlarina
aktarimi
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Sekil 30. Olusan bitkiciklerin 0.2 mg/l BAP igeren MS ortamlarda alt kiiltiire alinmasi
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Sekil 31.  Olusan bitkiciklerin 0.2 mg/l BAP igeren MS ortamlarda alt kiiltiir sonrasi
gelisimleri



Sekil 32. Bitkiciklerin MS ortaminda alt kiiltiir sonras1 kapitulum olusturmalari

64
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Sekil 33.  Bitkilerin a) /2 MS, 0.5 mg/l IAA ve b) /2 MS, 0.5 mg/l NAA iceren
ortamlarda koklendirilmesi

3.3.5. Farkh bitki biiyiime diizenleyicileri, aktif komiir ve uygulamalar

Farkl1 bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlarinin ve uygulamalarinin incelendigi bu
calismada, birinci uygulama asamasinda, 2.00 mg/l NAA ve 1.00 mg/l BAP i¢eren MS
besin ortamina ekimi yapilan anterler, 10 giinliik karanlik inkiibasyonun ardindan kallus
olusumu belirlenmistir. ikinci asamada, embriyonik kallus olusumunu tesvik etmek

amactyla 0.50 mg/l BAP ve 0.10 mg/l NAA igeren ortamda 10 giin boyunca 16/8 periyotta
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aydinlik-karanlik ortamda inkiibasyona alinmis ve kallus olusumu daha da belirgin hale
gelmistir. Uclincii asamada, kallus ve somatik embriyo gelisimi icin 0.50 mg/l BAP iceren
ortamda 10 giin boyunca 16/8 periyotta aydinlik-karanlik ortamda inkiibasyona alinan
kalluslarin gelisimi devam etmis ve en son asamada, 0.20 mg/l BAP igeren ortama

aktarilan kalluslar daha biiyiik hacimli ve canli kalluslar olusturmustur.

Bu bulgulara dayanarak, farkli ¢esitler arasinda kallus olusumu ve rejenerasyon yetenegi
agisindan farkliliklar oldugu goriilmektedir. ilk uygulamada her iki gesitte de kallus
olusumu gergeklesmis olsa da bitki rejenerasyonu elde edilememistir. Tkinci uygulamada
ise kallus olusumu biraz daha yiiksek oranlarda belirlenmis, ancak yine de rejenerasyon
saglanamamustir. Yapilan bezer ¢aligmalarda NAA ve BAP’1n birlikte kullanimi ile kallus
olusumu iizerinde olumlu etkiler tespit edilmis (Karakulluk¢u ve Abak, 1992). Bu durum,
cesit oOzelliklerinin ve kullanilan biliylime diizenleyici kombinasyonlar1 ile yapilan

uygulamalarin bitki rejenerasyonu tizerinde etki gostermedigi belirlenmistir.

Tablo 16. Farkli bitki biiylime diizenleyicileri, aktif komiir ve uygulamalarinin kallus
olusturan anter yiizdesine ait varyans analiz tablosu

Ig:;ﬁzg:l Serbestli.k Kareler Kareler F Degeri
derecesi Toplami Ortalamasi
Cesit (C) 1 9.488 9.4880 2.0569
Uygulama (U) 2 32446.710 16223.3550 3517.069**
CxU 2 13.227 6.6135 1.4337
Hata 18 83.029 4.6127
Genel 23 32552.450

*#:0.01 diizeyinde 6nemli

Iki farkli aycicegi cesidinde farkli BAP, NAA, AgNOs, PVP, Kinetin ve Aktif kdmiir
konsantrasyonlari ve kombinasyonlarinin kallus olusturan anter yiizdesine etkisinin
varyans analizi sonuglar1 Tablo 16’da verilmistir. Tablo 16 incelendiginde, varyasyon
kaynaklarinin uygulamanin kallus olusturan anter yiizdesi iizerine etkisi % 1 seviyesinde
onemli bulunurken, diger varyasyon kaynaklarmin etkisi istatistiksel olarak onemsiz

bulunmustur.
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Tablo 17. Farkli bitki biyiime diizenleyicileri, aktif komiir ve uygulamalar kallus
olusturan anter yiizdesine etkileri ve olusan gruplar

Uygulama

inegol Alasi SH361 Genel Ortalama
Uygulama 10 76.53 76.96 76.74 a
Uygulama 11 77.53 80.87 79.20 a
Uygulama 12 0.00 0.00 0.00b
Ortalama 51.35 52,61

Uygulamalarin genel ortalamasi incelendiginde (Tablo 17), en yiiksek kallus olusturan
anter ylizdesi degeri % 79.20 ile % 76.74 Uygulama 10 ve Uygulama 11°e ait besin
ortamlarindan elde edilirken, en diisiik kallus olusturan anter yiizdesi ortalamasi % O ile
Uygulama 12’ye ait besin ortamlarinda tespit edilmis olup ortaya ¢ikan fark istatistiksel

olarak 6nemli bulunmustur.

Cesitlerin genel ortalamasi incelendiginde Inegdl Alasi en yiiksek ortalamas1 % 51.35 ve
SH361 ¢esidinin en yiiksek ortalamas1 % 52.61 olarak belirlenmis olup ortaya ¢ikan fark

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 17).

hn

Sekil 34.  Denemede 2.0mg/l NAA+1,0mg/l BAP igeren ortamda gelisme gosteren
anterlerin 0.5mg/l Kinetin+1,0g/l PVP ilaveli ortama aktarim yapildiktan
sonraki gelisme durumlari
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Sekil 35.  4,0mg/l NAA+0.5mg/l BAP+10,0mg/l AgNOs igeren besin ortamlarinda
anterlerin durumu



4. BOLUM

SONUC ve ONERILER

4.1.Sonuc ve Oneriler
4.1.1. Uygun Yastaki Kapitulumlarin ve Anterlerin Belirlenmesi

Bu ¢alismanin ilk agsamasinda, stereo mikroskop altinda incelenen kapitulumlardan uygun
bliytikliikteki anterlerin se¢imi gergeklestirilmistir. Mikroskop altinda yapilan inceleme
sonucunda, polen olusum donemine girmemis, tek ¢ekirdekli ve uygun boyutta anterlerin
belirlenmesi icin farkli boyutlardaki anterler gruplandirilmis ve asetokarmin boya ile
boyanarak analiz edilmistir. Bu inceleme sonucunda, ekimi yapilan ay¢icegi bitkilerinden
63 gilin sonra uygun biiyiikliikte kapitulumlar elde edilmistir. Ayrica, kapitulumun
merkezine dogru olan anterlerin haploid bitki elde etmek i¢in en ideal anterler oldugu
belirlenmistir. Mikrosporlarin asetokarmin boya ile boyanmasi ve mikroskop altinda

incelenmesiyle tek ¢ekirdekli donemlerin belirlenmesi saglanmistir.

Bu sonuglar, anterlerin uygun yas ve biyiikliikteki kapitulumlardan elde edilmesi
metodunu belirlemesi agisindan yol gosterici nitelikte olacagi sOylenebilir. Ayrica,
anterlerin tek c¢ekirdekli donemlerinin belirlenmesi, ilerleyen ¢aligmalarda genetik
analizlerin yapilmasi ve hedeflenen hiicre tiplerinin elde edilmesi iginde Kritik bir

adimdir.
4.1.2. Kapitulumlarin Sterilizasyonu ve Anter izolasyonu

Calismanin ikinci asamasinda, uygun sterilizasyon yontemleri arastirilarak anterlerin
zarar gormesini ve enfeksiyon riskini en aza indirecek yontemlerin belirlenmesi
amaclanmistir. Yapilan 6n ¢alismalar sonucunda % 1-2-3'liikk civa kloriirde ¢alkalanan

kapitulumlarda civa kloriir yilizdesi ve uygulama siiresi arttikca anterlerde doku
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zararlanmalarinin arttig1 ve anterlerin zarar gordiigii tespit edilmistir. Ancak % 1 ile 2
arasindaki civa kloriir konsantrasyonunda bir dakika siireyle sterilizasyon uygulanan
kapitulumlarda doku 6liimii veya enfeksiyon tespit edilmemistir. Bu nedenle, riski en aza
indirmek amaciyla ¢alismalarin devaminda % 1.5'luk civa kloriir kullanilarak
sterilizasyon islemi uygulanmistir. Bu yontemle anterlerde zararlanma ve besin

ortamlarinda enfeksiyon oraninin diisiik seviyede oldugu belirlenmistir.

Bu bulgular, anterlerin sterilizasyon siirecinde % 1.5'luk civa kloriir kullanilmasinin etkili
ve glivenli bir yontem oldugunu gostermektedir. Ancak, ileriki caligmalarda farkli bitki
tirlerinde ve genotiplerde bu sterilizasyon yonteminin etkinligi ve yan etkileri daha

ayrintili olarak degerlendirilmelidir.

4.1.3. Anter Kiiltir Kosullari ve On Uygulamalarin Kallus olusumu ve

Rejenerasyonuna etkisi

4.3.3.1. Farkh Cesit ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Anter Kiiltiirii

Performansina Etkisi

Bu aragtirma, iki farkli aycigegi c¢esidinin bitki biiylime diizenleyicileri ve kimyasal
bilesikler altindaki kallus olusum tepkilerini kapsamli bir sekilde inceleyerek, bitki hiicre
kiiltiiri ve doku kiiltiirii alanindaki 6nemli bilgiler sunmustur. Elde edilen sonuglar,
cesitler arasi farklar, uygulama kosullarinin etkisi ve bu faktorlerin etkilesimlerini
icermektedir. Asagida, calismanin verilerini ve sonucglarini ayri ayri degerlendirip, bu

sonuclardan ¢ikan Oneriler verilmistir:

Cesitler Aras1 Fark ve Uygulama Etkisi: Arastirma, cesitler arasinda kallus olusum
tepkilerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigini gostermistir. Ancak,
uygulama kosullar1 (BAP, NAA, AgNO3, PVP) arasinda % 1 diizeyinde anlaml farklar
tespit edilmistir. Bu sonug, farkli ¢esitlerin benzer kosullar altinda farkli kallus olusum

tepkileri gosterdigini ve uygulama kosullarinin bu tepkilere etki ettigini gdstermektedir.

Cesit x Uygulama Interaksiyonu: Cesit (C) x Uygulama (U) interaksiyonunun % 5
diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Bu sonug, farkli gesitlerin farkli uygulama
kosullarina nasil yanit verdigini vurgulamakta ve c¢esitler arasi farklarin uygulama

kosullar1 altinda nasil degisebilecegini gostermektedir.
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En Yiiksek ve En Diisiik Degerler: Iki ¢esit arasinda, en yiiksek kallus olusturma oran1 %
85.88 olarak SH361 ile Uygulama 2'den elde edilirken, en diisiik degerler her iki gesitte
de Uygulama 7, 8 ve 9 ile interaksiyonlarindan elde edilmistir. Uygulamalarin genel
ortalamasi incelendiginde, en yiiksek kallus olusturma orani sirasiyla % 80.98 ve % 80.18

degerlerine sahip olan Uygulama 2 ve Uygulama 3’den elde edilmistir.

Cesit ve Uygulama Optimizasyonu: Arastirma sonuglari, ¢esitlerin ve uygulama
kosullarinin kallus olusum tepkileri tizerindeki etkilerini gostermektedir. Bu nedenle,
bitki hiicre kiiltiirli protokollerinin optimize edilmesi amaciyla farkli ¢esitler ve uygulama

kosullar1 kombinasyonlar: test edilebilir.

Uygulama Etkisi ve Kimyasal Bilesiklerin Detayli Incelemesi: Arastirma, AgNO3 ve PVP
gibi kimyasal bilesiklerin kallus olusumu tizerindeki etkilerini gostermistir. Gelecekteki
caligmalar, bu kimyasal bilesiklerin bitki hiicrelerinin hiicresel siirecleri ilizerindeki
mekanizmalarim1 daha ayrmtili olarak anlamak i¢in molekiiler diizeyde analizleri

icerebilir.

Bitki Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari: Bu ¢aligmanin sonuglari, bitki hiicre kiiltiirii alaninda
yeni protokollerin gelistirilmesi ve bitki biyoteknolojisi uygulamalarinin yonlendirilmesi
acisindan 6nemlidir. Farkli ¢esitlerin farkli kosullar altindaki tepkileri, bitki hiicre kiiltiirii

tekniklerinin gelistirilmesinde dikkate alinmalidir.

Sonug olarak, bu caligma, farkli ay¢icegi cesitlerinin bitki biiylime diizenleyicileri ve
kimyasal bilesikler altindaki kallus olusum tepkilerini kapsamli bir sekilde
degerlendirmis ve bitki hiicre kiiltiirli alaninda ileriye doniik ¢caligmalara 1s1k tutabilecek
onemli bilgiler sunmustur. Gelecekteki caligmalar, bu sonuglart daha da genisleterek bitki

biyoteknolojisinin gelisimine katki saglayabilir.

4.1.3.2. Farkh Cesi, Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Sicaklik Inkiibasyon Siiresi

Uygulamalarinin Anter Kiiltiirii Performansina Etkisi

Sicaklik ve Kallus Olusumu Iliskisi: Calisma, farkli sicaklik kosullarinin kallus olusumu
lizerinde nemli bir etkisi oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle Sicaklik 1 ve Sicaklik 2
inkiibasyon siirelerinin kallus olusumu tizerindeki etkileri, istatistiksel olarak anlamlidir.

Bu sonuglar, bitki hiicrelerinin biiyiime ve boliinme aktivitelerinin sicakliga duyarh
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oldugunu ve bu faktoriin bitki doku kiiltiirii calismalarinda dikkate alinmasi gerektigini

gostermektedir.

Uygulama Yo6ntemi ve Kallus Olusumu Iliskisi: Calisma, farkli uygulama ydntemlerinin
kallus olusumu iizerindeki etkisini degerlendirmis ve istatistiksel olarak anlamli farklar
bulmustur. Uygulama 2 ve uygulama 3, diger uygulama yontemlerine gore daha yiiksek
kallus olusumu yiizdesine sahiptir. Bu sonuglar, bitki hormonlarinin ve kimyasal
bilesiklerin kallus olusumu iizerindeki spesifik etkilerini gostermekte ve bitki hiicre

kiltiirii protokollerinin optimize edilmesine yardimci olmaktadir.

Sicaklik x Uygulama Etkilesimi ve Kallus Olusumu iligkisi: Sicaklik ve uygulama
yontemi faktorlerinin etkilesimi, kallus olusumu iizerinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Uygulama 2 ve Uygulama 3 kombinasyonlarinin kallus olusumu tizerindeki etkileri, diger
kombinasyonlara gore daha belirgin ve istatistiksel olarak anlamlidir. Bu sonuglar, bitki
hiicrelerinin farkli ¢evresel kosullar altinda nasil tepki verdigini anlamamiza katki

saglamaktadir.

Bu c¢alismanin sonuglarina dayanarak, bitki hiicre kiiltiiri protokollerinin optimize
edilmesi i¢in daha fazla ¢calisma yapilabilir. Farkli sicaklik ve uygulama kombinasyonlari

test edilerek en verimli kosullarin belirlenmesi, bitki hiicrelerinin tiretkenligini artirabilir.

Bu calisma, belirli bir bitki tiirii izerine yapilmistir. Farkli bitki tiirleri ve uygulamalar

icin benzer analizlerin yapilmasi, elde edilen sonuclarin genellestirilebilirligini artirabilir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, bitki hiicrelerinin kallus olusumu iizerine sicaklik, uygulama
yontemi ve bu faktdrlerin etkilesiminin 6nemli etkilerini ortaya koymustur. Bu bulgular,
bitki biyoteknolojisi alanlarinda gelecekteki c¢alismalara 1s1k tutabilir, bitki {iretimi ve
biyoteknolojik iirlin gelistirme agisindan yeni stratejilerin olusturulmasia katkida

bulunabilir.
4.1.3.3. Farkli Dozlarda 2.4-D iceren Ortamlarda Anter Kiiltiirii

Bu arastirma, 2.4-D ve BAP'nin farkli konsantrasyondaki kombinasyonlarimin iki farkli
¢esidde MS besin ortaminda kallus olusumu {izerindeki etkilerini degerlendirmeyi
amaclamistir. Elde edilen sonuglar, bitki hiicre kiiltiirii alanindaki 6nemli bilgiler

sunmakta ve bitki hiicrelerinin doku kiiltiirii kosullarina nasil tepki verdigini daha iyi



73

anlamamiza yardimci olmaktadir. Asagida, calismanin elde ettigi bulgulari ve bu

bulgulardan ¢ikan Onerileri ayr1 ayri sunulmustur:

Kallus Olusumu ve Bitki Biiyiime Diizenleyicileri: Calisma, farkli konsantrasyonlarda
2.4-D ve BAP'nin kombinasyonlarinin kullanildigit MS besin ortaminda kallus olusumu
tepkilerini incelemistir. Elde edilen sonuglar, her iki c¢esit icin de bitki biiylime
diizenleyicisi konsantrasyonlarinin kallus olusumu tizerinde belirgin bir etkisi oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, bitki hiicrelerinin farkli bitki biliylime diizenleyicilerinin
kombinasyonlarina farkli sekillerde tepki verdigini gostermekte ve bitki doku kiiltiiri

protokollerinin optimize edilmesi i¢in 6nemli bir rehber saglamaktadir.

Uygulamalarin Etkisi: Arastirma, uygulama kosullarinin kallus olusumu iizerinde 6nemli
bir etkisi oldugunu vurgulamaktadir. Kallus olusumu, 2.4-D ve BAP'nin farkh
konsantrasyonlarinin kullanildig1 farkli besin ortamlarinda 6nemli 6lgiide degismektedir.
Bu sonuglar, bitki hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin sonuglarini etkileyebilecek c¢evresel

faktorlerin 6nemini gostermektedir.

Incelenen uygulama kosullar1 arasinda, en yiiksek kallus olusturan anter yiizdesi degeri
% 87.65 olarak belirlenmistir. Bu deger, 1.5 mg/L 2.4-D ve 0.5 mg/L BAP iceren besin
ortaminda elde edilmistir. En diisiik kallus olusumu ise 3.0 mg/L 2.4-D ve 0.5 mg/L BAP
iceren besin ortamlart ile 4.0 mg/L 2.4-D ve 0.5 mg/L BAP igeren uygulamalarin besin

ortamlarinda tespit edilmistir.

Aragtirma sonuglarina dayanarak, bitki hiicre kiiltiirii protokollerinin optimize edilmesi
amaciyla daha fazla calisma yapilabilir. Farkli 2.4-D ve BAP konsantrasyonlar: ile

yapilan deneyler, en etkili kallus olusumu kosullarini belirlememize yardimci olabilir.

Bu calisma, belirli iki gesit iizerine yapilmistir. Farkli bitki tiirleri veya doku tipleri
lizerine benzer analizlerin yapilmasi, elde edilen sonuglarin genellestirilmesini

saglayabilir.

Sonug olarak, bu ¢aligma, farkl bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinin iki farkl
¢esidin kallus olusumu iizerindeki etkilerini degerlendirmistir. Bu bulgular, bitki hiicre
kiltlirii protokollerinin optimize edilmesi, bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkilerinin

anlasilmas1 ve bitki biyoteknolojisi uygulamalarinin gelistirilmesi acisindan énemlidir.
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Gelecekteki ¢caligmalar, bu bulgular1 daha da genisleterek bitki hiicre kiiltiirii alanindaki
bilgileri artirabilir.

Ayrica, bitki biiyiime diizenleyicilerinin yani sira diger faktorlerin (151k, sicaklik, pH vb.)
kallus olusumu iizerindeki etkilerinin de incelenmesi Onerilir. Bu faktorlerin kallus
olusumu iizerindeki etkisi, bitki hiicrelerinin biiylimesi ve farklilagmasi iizerinde dnemli
bir rol oynayabilir. Bu nedenle, bu faktorlerin optimize edilmesi ve kallus olusumu

uzerindeki etkilerinin belirlenmesi onemlidir.

4.1.3.4. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicileri iceren Ortamlarda Kazeinin Anter
Kiiltiiriine Etkisi

Bu arastirma, iki farkli ¢esit tizerinde anter kiiltiirii ve bitki rejenerasyonu igin farkli bitki
bliylime diizenleyicisi kombinasyonlari, kazein hidrolizatinin ve farkli 6n uygulamalarin
etkisini incelemeyi amaglamistir. Elde edilen veriler, farkli cesitlerin ve uygulanan
faktorlerin kallus olusumu, bitki rejenerasyonu ve siirgiin verimine olan etkilerini detayli
bir sekilde gostermektedir. Bu bulgularin 1s18inda elde edilen sonuglar1 ve gelecege

yonelik 6nerileri agagida sunulmustur:

Calisma, donor bitkilerin uygun donemde hasat edilmesi ve soguk/sicak On
uygulamalarinin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu tlizerindeki etkilerini incelemistir.
Bu bulgular, uygun 6n uygulamalarin bitki hiicrelerinin doku kiiltiirii kosullarina daha iyi

adaptasyonunu sagladigini géstermektedir.

Bitki Biiytime Diizenleyicileri ve Kazein Hidrolizati Etkisi: Arastirma, farkli bitki
biiylime diizenleyicilerinin ve kazein hidrolizatinin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu
tizerindeki etkilerini degerlendirmistir. Farkli kombinasyonlar arasinda ¢esitlilik
gozlemlenmis, bu da bitki hiicrelerinin hormonlara ve besin maddelerine farkli tepkiler

verdigini vurgulamaktadir.

Uygulama Siiregleri: Calisma, kalluslarin olusumu, embriyonik kalluslarin gelisimi ve
siirglin veriminin saglanmasi1 i¢in farkli asamalari igeren bir siire¢ T{izerinde
gerceklestirilmistir. Bu asamalarin sirasiyla optimize edilmesi, bitki rejenerasyonu

stirecinin etkinligini artirabilir.
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Farkli Cesit ve Tiirler Uzerinde Calismalar: Bu calisma iki farkli gesit iizerinde
gerceklestirilmistir. Benzer analizlerin farkli bitki tiirleri veya g¢esitleri iizerinde

uygulanmasi, sonuglarin genellestirilmesini saglayabilir.

Uygulama Protokollerinin Gelistirilmesi: Elde edilen sonuglar, bitki rejenerasyonu
protokollerinin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir temel saglamaktadir. Farkli asamalarin ve
kosullarin optimize edilmesi, daha yiiksek verimli ve istikrarli sonuglar elde edilmesini

saglayabilir.

Sonug olarak, bu ¢alisma farkli ¢esitlerin anter kiiltiirii ve bitki rejenerasyonu tizerindeki
etkilerini incelemis ve farkli faktorlerin bu siiregler tizerindeki etkilerini belirlemistir. Bu
calismanin sonugclar1, bitki rejenerasyonu protokollerinin gelistirilmesi ve bitki
biyoteknolojisi alaninda daha ileri caligmalarin temelini olusturabilir. Gelecekteki
arastirmalar, bu bulgular1 daha da genisleterek bitki rejenerasyonu alanindaki bilgileri

zenginlestirebilir.

4.1.3.5. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Uygulamalarin Anter Kiiltiiriine
Etkisi

Bu calisma, farkli bitki biliylime diizenleyici kombinasyonlarinin ve uygulamalarinin
anter kiiltiirii ve bitki rejenerasyonu tizerindeki etkilerinin degerlendirmesi amaglamistir.
Cesitli asamalardaki uygulamalarin kallus olusumu ve embriyonik kallus gelisimi
tizerindeki etkileri sistematik olarak incelemis ve cesitler arasi farkliliklar ortaya
koymustur. Elde edilen sonuglar dogrultusunda asagida sunulan sonuglar ve Oneriler

sunulmustur:

Uygulama Asamalarinin Etkisi: Calismada, dort farkli asama boyunca uygulanan bitki
bliyiime diizenleyicileri ve besin kombinasyonlarinin anter kiiltiiriinde kallus olusumu ve
embriyonik kallus gelisimi tizerindeki etkileri belirlemistir. Bu asamali yaklasimin kallus
olusumu ve embriyonik kallus gelisimi iizerinde olumlu etkiler sagladig

gbzlemlenmistir.

Cesitler Arasi Farkliliklar: Bulgular, farkli ¢esitler arasinda kallus olusumu ve

rejenerasyon yetenegi acisindan farkliliklarin oldugunu gostermektedir. Her iki ¢esitte de
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kallus olusumu saglansa da rejenerasyon elde edilememistir. Cesit 6zelliklerinin bitki

rejenerasyonu iizerindeki etkileri vurgulanmastir.

Farkli Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Kombinasyonlarmimn Etkisi: Ikinci asamada
kullanilan farkli bitki bliyiime diizenleyicilerinin kombinasyonlarinin, embriyonik kallus
olusumu ve gelisimi tizerinde pozitif etkileri oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, bitki
biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyonlarinin uygun sec¢iminin bitki rejenerasyonu

protokollerinin etkinligini artirabilecegini gostermektedir.

Cesit Ozelliklerinin Daha Ayrintili incelenmesi: Farkli gesitler arasindaki kallus olusumu
ve rejenerasyon yetenegi farklarinin daha ayrintili olarak incelenmesi, ¢esit se¢ciminde ve

rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesinde rehberlik edebilecegi sonucuna varilmustir.

Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Kombinasyonlarinin Optimizasyonu: Ikinci asamada
kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin kombinasyonlarinin daha detayl bir sekilde
optimize edilmesi, embriyonik kallus olusumu ve gelisimi {izerindeki etkinligini

artirabilir.

Farkli Faktorlerin Etkisinin Incelenmesi: Calismada incelenmeyen faktérlerin (8rnegin
151k kosullari, besin maddeleri) kallus olusumu ve rejenerasyon iizerindeki etkilerinin

daha detayli olarak arastirilmasi farkli agilardan bakmay1 saglayabilir.

Bu ¢aligma, anter kiiltiirii ve bitki rejenerasyonu alaninda 6nemli bilgiler sunmustur.
Gelecekteki caligmalar, bu bulgular1 daha genis bir baglama oturtarak ayc¢icegi anter
kiiltiirtinde haploid bitki elde etmede nasil kullanilabilecegini ve nasil gelistirilebilecegini

daha iyi anlamamiza yardimci olabilir.
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